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La retinopatia del prematuro (ROP) è la principale causa di cecità tra bambini nati 
prematuramente la cui incidenza è in aumento nei paesi in via di sviluppo. La ROP è una 
patologia vasoproliferativa caratterizzata da anomala vascolarizzazione retinica. Le migliori 
terapie attualmente disponibili per la ROP comprendono l’ablazione della retina avascolare 
mediante laser terapia, intervento che di per sé comporta la certezza di una disfunzione duratura 
della visione periferica, e terapie dirette contro il principale fattore proangiogenico, il fattore di 
crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) che richiedono ulteriori validazioni in particolare in 
relazione ai loro effetti sistemici. Per tali motivi vi è un forte interesse verso lo sviluppo di 
interventi farmacologici sempre più selettivi per la prevenzione e il trattamento della ROP quali 
quelli che stabiliscono come obiettivo i componenti della cascata angiogenica. A questo 
proposito l’aumento delle conoscenze dei fattori che regolano la neoangiogenesi retinica origina 
prevalentemente da studi effettuati sul modello sperimentale di retinopatia indotta dall’ossigeno 
(OIR). In tale modello la neovascolarizzazione che consegue all’ipossia e le anomalie della 
morfologia dei vasi retinici sono paragonabili a quelle riscontrate nei pazienti pediatrici con 
ROP. 
Evidenze sperimentali suggeriscono un coinvolgimento del sistema adrenergico nel processo di 
angiogenesi mediante la regolazione dei fattori proangiogenici. I recettori beta-adrenergici (beta-
ARs) risultano espressi anche a livello retinico sebbene in letteratura siano disponibili poche 
informazioni riguardanti la loro localizzazione all’interno di questa struttura. Inoltre recenti studi 
hanno evidenziato che il blocco dei beta-ARs risulta efficace contro gli emoangiomi capillari 
infantili che risultano essere in stretta associazione con lo sviluppo della ROP. 
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare in un modello murino di OIR l’espressione 
retinica dei beta-ARs e l’effetto del propranololo, un bloccante non selettivo dei beta-ARs, su 1) 
i livelli retinici dei fattori proangiogenici determinati mediante Real-Time PCR ed ELISA, 2) la 
vascolarizzazione retinica stimata attraverso il retinopathy score system, 3) la funzionalità della 
barriera emato-retinica (BRB) valutata misurando i livelli di occludina e albumina con la tecnica 
del Western Blot e stimando l’extravasazione plasmatica mediante utilizzo del colorante Evans’ 
Blu.  
In un tipico modello murino di OIR l’esposizione fra il settimo giorno dopo la nascita (PD7) e 
PD12 ad una atmosfera contenente il 75% di ossigeno provoca la scomparsa dei capillari dalla 
retina centrale. Il ritorno in normossia, percepita dagli animali come ipossia relativa, fino a PD17 
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determina una incompleta rivascolarizzazione della retina centrale associata ad una marcata 
neovascolarizzazione tra la retina centrale avascolare e quella periferica vascolarizzata, 
caratterizzata dalla formazione di grossi ciuffi di vasi che si estendono nel vitreo. Il propranololo 
è stato somministrato da PD12 a PD17 mediante iniezione sottocutanea tre volte al giorno e a 
diverse concentrazioni (0.02-20 mg kg
-1
). 
I risultati ottenuti hanno evidenziato che l’ipossia determina un aumento dei livelli del VEGF e 
dei suoi recettori (VEGFR-1 e VEGFR-2), del fattore di crescita insulino-simile 1 (IGF-1) e del 
suo recettore (IGF-1R). E’ risultato inoltre che l’incremento dei livelli retinici di VEGF indotti 
dall’ipossia viene ridotto in maniera dose dipendente dal trattamento con propranololo che 
inoltre riduce l’aumento dei livelli di mRNA di IGF-1 indotto dall’ipossia senza influenzare i 
livelli ipossici dei recettori VEGFR-1, VEGFR-2 e IGF-1R. Infine è emerso che il propranololo 
è in grado di ridurre le emorragie ed i ciuffi di vasi che caratterizzano la neovascolarizzazione 
retinica, di migliorare il retinopathy score, di ristabilire parzialmente i valori di occludina e 
albumina e di ridurre l’extravasazione plasmatica, indicando effetti migliorativi sulla disfunzione 
della BRB indotta dall’ipossia. 
Inoltre, allo scopo di valutare il contributo fornito dal blocco dei singoli beta-ARs, sono stati 
condotti esperimenti di Real-Time PCR per identificare eventuali variazioni nell’espressione dei 
messaggeri di VEGF e IGF-1 su topi OIR a cui sono stati somministrati antagonisti e agonisti 
selettivi dei beta-ARs da soli o in combinazione fra loro. In particolare per il blocco selettivo dei 
beta1-AR è stato utilizzato atenololo (30 mg kg
-1
), ICI 118,551 (30 mg kg
-1
) e salbutamolo (30 
mg kg
-1
) come antagonista e agonista selettivi dei beta2-AR, SR59230A (30 mg kg
-1
) e BRL 
37334 (2 mg kg
-1
) come agonista e bloccante selettivi dei beta3ARs. I dati ottenuti hanno 
evidenziato che solo il trattamento con il bloccante selettivo dei beta2-AR, ICI 118,551, 
determina una riduzione dei livelli ipossici di VEGF, VEGFR-2, IGF-1 e IGF-1R, mentre 
l’agonista di tali recettori, salbutamolo, determina un incremento sia di IGF-1 che del suo 
recettore. Ulteriori esperimenti di immunoistochimica hanno evidenziato che ICI 118,551 
determina un miglioramento della neovascolarizzazione retinica.  
Nel loro insieme, questi risultati dimostrano, per la prima volta, che il blocco selettivo dei beta -
ARs, in particolare il blocco dei beta2-ARs, può esercitare un effetto protettivo nei confronti 
dell’angiogenesi retinica e determinare un miglioramento della neovascolarizzazione indotta 
dall’ipossia suggerendo la possibilità per nuovo approccio terapeutico per la ROP basato sulla 





The retinopathy of prematurity (ROP) is the leading cause of blindness affecting preterm 
neonates whose incidence is increasing in countries developing. The ROP is a vasoproliferative 
disorder  characterized by abnormal retinal vasculature.  
The best currently available management of ROP includes ablating the avascular retina with a 
laser, an intervention that itself carries a certainty of lasting peripheral visual dysfunction, and 
anti-VEGF therapies that require further validation mostly in respect to their systemic effects.  
For these reasons there is high pressure to develop new pharmacological approaches to 
prevention and treatment of ROP such as those which target components of the angiogenesis 
cascade. 
In this respect, increasing knowledge of factors regulating retinal angiogenesis mostly originates 
from studies on experimental model of oxygen-induced retinopathy (OIR). In this model, the 
neovascularization that follows hypoxia and the abnormalities in the morphology of the retinal 
vasculature are similar to those found in ROP pediatric patients. 
There is some evidence that angiogenesis is controlled by the adrenergic system through its 
regulation of proangiogenic factors. Although beta-adrenergic receptors (beta-ARs) expression 
in the retina has been established, little is known on beta-ARs localization. Moreover, recent 
studies have demonstrated the efficacy of beta-ARs blockade against infantile capillary 
hemangioma that appear to be associated with the development of ROP in preterm infants. 
In a mouse model of OIR, the purpose of this study was to assess beta-ARs retinal expression 
and propranonolol, a non-selective beta-adrenergic receptor blocker, effects on 1) retinal levels 
of the proangiogenics factors determined by Real-Time PCR and ELISA, 2) retinal vasculature 
estimated through the retinopathy score system, 3) the blood-retinal barrier (BRB) functionality 
measuring occludin and albumin levels by Western blot technique and estimating the blood-
retinal vascular leakage using the Evans’blue dye. 
In a typical mouse model of OIR exposure to 75% oxygen between postnatal day (PD) 7 and 
PD12 resulted in the disappearance of existing capillaries in the central retina, although the 
peripheral retina remained vascularized. Recovery in room air until PD17 allowed incomplete 
revascularization of the central avascular portion with associated marked neovascularization at 
the border between the central avascular and peripheral vascularized retina including the 
formation of engorged vessel tufts extending into the vitreous. Propranolol was administered 
three times a day subcutaneously from PD12 to PD17  and at different concentrations (0.02-20 
mg kg-1). 
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The results showed that hypoxia upregulated VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, IGF-1 and IGF1-R 
messengers as well as VEGF protein and that the hypoxia-induced increase in VEGF mRNA and 
protein was dose-dependently reduced by propranolol. Propranolol decreased the hypoxia-
induced IGF-1 mRNA upregulation without affecting the hypoxic levels of VEGFR-1, VEGFR-
2 and IGF1-R mRNAs. In addition, propranolol drastically reduced retinal.hemorrages and tufts, 
ameliorated the retinopathy score, partially restored the levels of both occludin and albumin and 
reduced plasma extravasation, indicating ameliorative effects on hypoxia-induced retinal blood 
barrier dysfunction. 
Moreover, in order to assess the contribution of each receptor blockade, were conducted  Real-
Time PCR experiments to identify any changes in the VEGF and IGF-1 messengers expression 
in OIR mice treated with beta-ARs selective antagonists and agonists, alone or in combination. 
In particularly for the beta1-AR selective blockade was used atenolol (30 mg kg-1), ICI 118.551 
(30 mg kg-1) as beta2-AR selective antagonist and salbutamol (30mg kg
-1
) as a selective 
agonist for this receptor, and finally SR59230A (20 mg kg
-1
) as beta3-ARs blocking and BRL 
37344 as beta3ARs agonist. 
Preliminary data showed that only the beta2-ARs selective antagonist, ICI 118,551 is able to 
reduce VEGF, VEGFR-2 and IGF-1 hypoxic levels, while the beta2-AR agonist, salbutamol, 
results in an IGF-1 and IGF-1R increase. Additional immunohistochemical experiments have 
shown that ICI 118.551 improves retinal neovascularization. 
Taken together, these results demonstrate for the first time that the beta-ARs blockade, in 
particularly the block of beta2-ARs, may exert a protective effect against retinal angiogenesis 
and lead to an improvement of the  hypoxia-induced dysfunction of the BRB. They also provide 




CAPITOLO 1: LA RETINA 
 
 
1.1   Caratteristiche retiniche 
L’occhio è l’organo deputato alla vista. La luce, che entra attraverso la pupilla, viene messa a 
fuoco sulla retina che trasduce il segnale luminoso in segnale elettrico il quale, attraverso il 
nervo ottico, raggiunge la corteccia. 
La retina (cieca e visiva) si estende da sotto l’iride fino a ricoprire tutta la parete posteriore 
interna dell’occhio. La retina visiva ricopre i 2/3 posteriori dell’occhio estendendosi sulla 
superficie interna della coroide, mentre la retina cieca si estende anteriormente al di sotto del 
corpo ciliare e dell’iride ed è priva di cellule nervose. Pressoché centrale ma spostata di lato si 
trova la macula lutea responsabile della visione nitida con una piccola depressione al centro, la 
fovea centralis, deputata alla massima acuità visiva. Inoltre vi è la papilla del nervo ottico dove 
le fibre nervose si riuniscono e da cui entrano ed escono i vasi retinici. 
La retina visiva è costituita da 2 foglietti: il foglietto esterno ed il foglietto interno. Il primo è 
formato da epitelio pigmentato retinico (RPE), il quale impedisce la riflessione dei raggi ed ha 
un’azione trofica sulle sottostanti cellule recettoriali. E’ assente in corrispondenza della papilla 
ottica e della macula lutea.  
Il foglietto interno, chiamato anche neuroretina, invece è formato da cellule nervose distinte in 
diverse categorie. Le cellule gliali e la macroglia costituiscono la prima categoria. Sono cellule 
di supporto che regolano il metabolismo retinico e modulano la funzione dei neuroni e dei vasi 
(Abbott et al., 1992). Esistono 2 principali tipi di cellule di macroglia: le cellule di Műller e gli 
astrociti. Le prime attraversano lo spessore della retina dell’epitelio pigmentato fino alla 
membrana interna e sono i maggiori regolatori del metabolismo del glutammato, del bilancio 
ionico extracellulare e della funzione neuronale. Gli astrociti, di contro, sono limitati allo strato 
di fibre nervose dove i loro processi ricoprono i vasi e le cellule ganglionari. Insieme, questi due 
tipi di cellule, integrano le attività vascolari e neuronali nella retina.  
La seconda categoria di cellule nervose include i neuroni tra cui si distinguono fotorecettori, 
cellule bipolari, cellule amacrine, cellule orizzontali e cellule ganglionari. Questi neuroni 
mediano la fototrasduzione e modulano gli impulsi nervosi che vengono trasmessi alla corteccia 
visiva dal nervo ottico. I fotorecettori si trovano più in profondità vicino all’RPE. L’unica 
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eccezione è a livello della fovea in cui le cellule nervose sovrastanti sono spostate ai lati e i raggi 
luminosi raggiungono direttamente i fotorecettori. I neuroni sono, per definizione, le cellule che 
sottostanno alla visione per cui un danneggiamento della vista implica un disturbo della loro 
funzione. 
La microglia rappresenta la terza classe di cellule neuroretiniche. Sono cellule simili a macrofagi 
normalmente quiescenti ma estremamente sensibili a variazioni dell’omeostasi retinica a seguito 
delle quali si trasformano rapidamente in fagociti (Broderick et al. 2000).   
Sono considerate appartenenti alle cellule retiniche anche i periciti e le cellule endoteliali che 
circondano i vasi. L’integrazione delle funzioni delle diverse classi cellulari è necessaria per una 
normale capacità visiva per cui la distruzione di ognuna di esse può comportare danni alla vista. 
La disposizione di queste cellule nello strato retinico mostra una complessa organizzazione tale 
che nella retina si possono distinguere diversi strati (Fig. 2).  
 
Fig.2 Sulla sinistra è raffigurata la sezione trasversale della retina, in cui sono distinguibili i diversi strati di cui si 
compone. A destra un’immagine schematizzata dei vari strati. Dall’esterno verso l’interno: 
R: bastoncelli; C: coni; 
OLM (Outer Limiting Membrane): contiene giunzioni aderenti tra cellule di Műller e fotorecettori; 
ONL (Outer Nucleare Layer): contiene corpi cellulari dei fotorecettori; 
OPL (Outer Plexiform Layer):contiene connessioni tra  fotorecettori con cellule bipolari (CB) e orizzontali (H);  
INL (Inner Nuclear Layer): contiene corpi cellulari di cellule orizzontali, bipolari e amacrine (A);  
IPL (Inner Plexiform Layer): stazione per il passaggio di informazioni tra cellule bipolari e ganglionari (G);  
GCL (Ganglion Cell Layer): contiene corpi cellulari di cellule ganglionari e amacrine; 
ILM (Inner Limiting Membrane): contiene sinapsi tra terminazioni finali di cellule di Műller e i costituenti della 
membrane basale. 
RB (Rod Bipolar): cellula bipolare dei bastoncelli; CB (Cone Bipolar): cellula bipolare dei coni; H (Horizontal): 
cellula orizzontale; A e AII (Amacrine): differenti popolazioni di cellule amacrine. 
 
 11 
         1.2   Apporto ematico retinico 
La retina dei mammiferi riceve apporto ematico da due diverse fonti: l’arteria centrale retinica e i 
capillari della coroide (coriocapillari). Questi ultimi costituiscono un letto vascolare 
monostratificato, suddiviso in unità funzionali affiancate e disposte a mosaico; ricevono il 
sangue dalle arterie ciliari posteriori e provvedono alla nutrizione dell'epitelio pigmentato 
retinico e, attraverso questo, dei fotorecettori. Infatti gli strati retinici più esterni sono avascolari 
e allo stesso modo della periferia retinica traggono le molecole necessarie al metabolismo e 
l’ossigeno dalla coroide. 
L'arteria centrale della retina penetra nell'occhio a livello della papilla e si divide in 4 rami 
principali dando poi origine alle arteriole retiniche (Hayreh, 1963). Questa rete vascolare 
provvede all’irrorazione degli strati retinici più interni fino allo strato ONL. I vasi più grandi 
sono localizzati nella porzione centrale della retina vicino all’ ILM; le loro pareti sono in 
relazione con le cellule gliali, in particolare con gli astrociti e le cellule di Műller che ne 
garantiscono l’integrità (Rungger-Brandle et al., 1993; Zhang and Stone, 1997). Possono inoltre 
approfondarsi attraverso lo spessore retinico fino allo strato ONL (Wise et al., 1975). I vasi 
venosi sono distribuiti similmente agli arteriosi e lasciano l’occhio attraverso il nervo ottico.   
Le arteriole originano un plesso capillare che si sviluppa su due livelli. Il primo è localizzato 
nello strato delle fibre nervose e delle cellule ganglionari (plesso capillare interno), l’altro fra lo 
strato plessiforme esterno e lo strato nucleare interno, si sviluppa attorno al disco ottico (plesso 
capillare esterno). L’estrema periferia retinica risulta invece avascolare. Ciò si verifica anche 
attorno ai vasi principali, probabilmente per gli alti livelli di ossigeno presenti (Henking and De 













Figura 2. Diagramma schematico della 
retina neurale e le sue reti vascolari. 




Le arterie retiniche differiscono dalle arterie di uguale diametro degli altri organi. Hanno infatti  
uno strato di cellule muscolari particolarmente sviluppato e mancano di una lamina elastica 
interna. Vicino al disco ottico i vasi sono costituiti da cinque a sette strati di cellule muscolari, 
che si riducono a due-tre nella zona equatoriale e uno-due alla periferia. Le cellule muscolari 
sono orientate sia longitudinalmente che circolarmente e sono circondate dalla lamina basale 
(Hogan and Feeney, 1963). La parete capillare è composta da tre diversi elementi: cellule 
endoteliali, periciti e lamina basale. Le cellule endoteliali sono tra loro interconnesse tramite 
tight junctions e sono circondate anch’esse da lamina basale entro cui i periciti formano uno 
strato discontinuo. 
 
         1.3   Barriera emato-retinica 
La presenza di una barriera emato-retinica (BRB) intatta è fondamentale per l’integrità strutturale 
e funzionale della retina. Allo stesso modo della barriera emato-encefalica, infatti, la BRB 
controlla il movimento di fluidi e molecole tra il letto vascolare oculare e i componenti retinici, 
proteggendo questi ultimi da macromolecole e agenti lesivi. La BRB possiede una componente 
interna (iBRB) e una esterna (oBRB). Nella iBRB le cellule endoteliali dei capillari intraretinici 
rappresentano l’elemento principale e con esse le tight junctions che le uniscono (Shakib and 
Cunha-Vaz, 1966). Ad esse sono inoltre associati i processi di astrociti e cellule di Műller 
(Ashton, 1965; Reichenbach et al. 2007). L’ultima componente della iBRB è costituita dai 
periciti che contribuiscono al suo funzionamento. La oBRB è formata dall’RPE e dalle sue tight 
junctions, dalla coriocapillare e infine dalla membrana di Bruch (Cuhna-Vaz, 1976). 
Quest’ultima costituisce lo strato interno della coroide e consiste a sua volta di 5 strati: la 
membrana basale dell’RPE, la zona collagene interna, la banda centrale di fibre elastiche, la zona 
collagene esterna e la membrana basale della coriocapillare. La membrana di Bruch fornisce 
resistenza alla tensione e grazie alla presenza di proteoglicani costituisce una riserva di fattori di 
crescita. 
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CAPITOLO 2: LA RETINOPATIA DEL PREMATURO 
 
 
La retina umana è una delicata organizzazione di neuroni, glia e vasi ematici. In alcune patologie 
oculari la retina può essere danneggiata o compromessa  a questi livelli. 
Tra le varie retinopatie, le proliferative rappresentano una delle principali cause di cecità in tutte 
le fasce d’età e sono caratterizzate da neovascolarizzazione con sviluppo di nuovi vasi anomali. 
Le retinopatie proliferative più rappresentative sono la degenerazione maculare senile, principale 
causa di cecità nella popolazione anziana, e la retinopatia diabetica proliferativa, principale 
complicanza del diabete e maggiore causa di cecità nella fascia degli adulti in età lavorativa. 
Inoltre la retinopatia del prematuro (ROP) rappresenta la principale causa di cecità nei bambini 
al di sotto dei sette anni di età. Verrà di seguito meglio descritta questa patologia in quanto lo 
studio oggetto della presente tesi è stato condotto su un modello murino di retinopatia indotta da 
ossigeno, che viene unanimemente considerato il migliore modello animale di questa patologia.  
 
2.1   Retinopatia del prematuro 
La retinopatia del prematuro rappresenta una delle complicanze più gravi, frequenti e invalidanti 
della prematurità (Gilbert, 2008; Silverman et al., 1980). È un disordine della fisiologica 
vascolarizzazione della retina che si verifica nei neonati prematuri, specialmente quelli nati con 
un peso inferiore a 1250 g (Silverman, 2004). Di questi circa il 10% sviluppa la patologia fino 
allo stadio più grave che comporta distacco della retina e cecità (Chiang et al., 2004; Hussain et 
al., 1999). L’incidenza di questa patologia è strettamente dipendente dal tempo gestazionale alla 
nascita.  
Sebbene la sua eziologia non sia ancora del tutto chiarita, si ritiene che la ROP si instauri come 
conseguenza di complesse interazioni fra l’ossigeno e i fattori di crescita vascolari, tra cui il 
fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) e il fattore di crescita insulino-simile (IGF-1) 
(Penn et al., 2008). La sua patogenesi può essere suddivisa in due stadi: una fase iniziale 
caratterizzata dalla perdita dei vasi, seguita da una seconda fase in cui si verifica proliferazione 
dei vasi (Chen et al., 2007). Nel feto umano i vasi sanguigni retinici iniziano a svilupparsi 
durante il quarto mese di gestazione (Roth et al., 1977) e le ultime 12 settimane di gravidanza 
sono fondamentali per un normale sviluppo vasale. Perciò, nei bambini nati prematuri la 
vascolarizzazione della retina non si completa lasciando zone periferiche avascolari la cui area 
dipende dallo stadio di gestazione; inoltre, per ovviare ai problemi respiratori i prematuri 
vengono sottoposti ad elevati livelli di ossigeno causando la soppressione dell’espressione del 
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VEGF da parte degli astrociti retinici con conseguente rallentamento od arresto della crescita 
vascolare normale e obliterazione dei vasi già formati (prima fase della ROP) (Alon et al., 1995). 
La diminuzione dei livelli di IGF-1 materno in seguito al parto impedirebbero ai livelli di VEGF 
crescenti di riprendere la normale vascolarizzazione (Smith et al., 1999). Infatti IGF-1 agisce 
indirettamente come fattore permissivo nella neovascolarizzazione indotta dal VEGF (Chen et 
al., 2007). Quando, in seguito, il bambino viene riportato a livelli normali di ossigeno percepisce 
questa condizione come ipossica e viene perciò stimolato il rilascio di fattori di crescita come 
VEGF e IGF-1 capaci di indurre neoangiogenesi patologica (seconda fase della ROP) (Pierce et 
al. 1995; Smith et al., 1994). I nuovi vasi sanguigni crescono a livello della giunzione tra la 
retina vascolarizzata e quella avascolare. Con il passare del tempo la crescita patologica dei vasi 
sanguigni, diretta verso il corpo vitreo, produce una cicatrice fibrovascolare che si estende dalla 
retina al corpo vitreo e al cristallino; la contrazione prodotta nel tessuto cicatriziale può indurre 
un distacco del neuroepitelio, con conseguente cecità (Giannantonio et al., 2008). 
Una classificazione internazionale suddivide la ROP in diversi stadi sulla base della 
localizzazione, dell’estensione e della gravità. Nella ROP I stadio la periferia retinica avascolare 
è ben delimitata. Nelle settimane successive tale linea di demarcazione può pian piano 
scomparire e la retina vascolarizzarsi normalmente. In questo caso la ROP regredisce senza 
portare ad alcun difetto visivo. In caso contrario la linea può assumere l’aspetto di una cresta 
(ROP II stadio) ma anche tale fase può regredire spontaneamente oppure progredire a ROP III 
stadio con comparsa di vascolarizzazione extraretinica. Questo stadio costituisce il punto di non 
ritorno della ROP che infatti non può più regredire. Le evoluzioni successive riguardano il 
distacco parziale o totale della retina (rispettivamente ROP IV e V stadio) che comportano una 
grave compromissione della vista.  
 Recenti studi dimostrano che esiste una forte associazione fra lo sviluppo di emoangiomi 
capillari infantili (IH) e la ROP. L’incidenza degli IH aumenta nei bambini con stadi di ROP 
elevati (Praveen et al., 2009). Infatti, sebbene siano clinicamente distinti, la ROP e gli IH hanno 
in comune alcune importanti caratteristiche come i grovigli di vasi nelle fasi precoci, il fatto che 
si presentino esclusivamente nel periodo perinatale e l’aumentata incidenza nei neonati 
pretermine (North et al., 2003). Perciò lo sviluppo degli IH alla nascita e la loro conseguente 
crescita possono costituire un futuro marker clinico surrogato per lo sviluppo della ROP. 
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2.2  Terapie 
Nella cura della ROP, come delle altre retinopatie proliferative, particolare rilevanza è assunta, 
ovviamente, dal blocco del processo di neovascolarizzazione. Fino ad oggi le terapie utilizzate 
riguardano tecniche di ablazione dei neovasi e l’arresto del processo di angiogenesi mediante 
terapie fisiche.  
 
2.2.1  Fotocoagulazione laser 
L’obiettivo primario di questa tecnica è di quello di prevenire la progressione della 
neovascolarizzazione mediante l’uso di un raggio laser ad elevata temperatura che colpisce i vasi 
neoformati provocandone l’ablazione. Ciononostante in alcuni casi la fotocoagulazione non è 
sufficiente ad arrestare la patologia e talvolta si possono verificare distruzioni di alcune parti 
della retina che comportano perdita della visione crepuscolare. Può inoltre essere dolorosa e 
causare infiammazione inducendo la ricrescita di nuovi vasi. 
 
2.2.2   Vitreoctomia 
Questo trattamento è utilizzato in stadi tardivi quando la patologia assume la massima gravità. 
Durante questa operazione il vitreo viene sostituito con soluzione salina e viene rimosso il 
tessuto cicatriziale e la eventuale emorragia. Si tratta di un intervento molto delicato che può 
comportare gravi rischi, quali il distacco retinico. Deve quindi essere eseguito da chirurghi 
specializzati con vasta esperienza in merito e viene utilizzato come trattamento estremo. 
 
2.3   Futuri targets terapeutici 
La scoperta dell’importanza del VEGF e dell’IGF-1 nello sviluppo della ROP costituisce un 
passo avanti nella comprensione della patogenesi di questa patologia. I diversi studi condotti sui 
modelli animali di ROP suggeriscono possibili terapie alternative per intervenire nei processi di 
inizio e sviluppo della malattia. L’impiego di una terapia anti-VEGF è il primo trattamento 
medico per la neovascolarizzazione della degenerazione maculare senile ed è probabile che sia 
utile anche per le altre retinopatie proliferative. A tal riguardo sono stati pianificati trials clinici 
per valutare gli effetti sulla fase proliferativa della ROP in seguito a terapia intravitreale con anti-
VEGF. 
Tuttavia, la prevenzione della perdita dei vasi può essere più importante nel trattamento della 
ROP, poiché il grado della seconda fase distruttiva della ROP è determinata dal totale di vasi 
persi durante la prima fase. La scoperta che lo sviluppo della ROP è associata con i bassi livelli 
di IGF-1 dopo la nascita prematura, suggeriscono che il ripristino fisiologico di IGF-1 a livelli 
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che si riscontrano nell’utero possa prevenire la patologia permettendo uno sviluppo vascolare 
normale. 
L’attuale comprensione della patogenesi della malattia inoltre chiarisce che il fattore “tempismo” 
è cruciale per ogni tipo di intervento medico, poiché le due fasi della ROP richiedono approcci 
molto differenti. Infatti, l’inibizione sia di VEGF che di IGF-1 subito dopo la nascita può 
prevenire la normale crescita dei vasi mentre, nella seconda fase della malattia, può impedire la 
neovascolarizzazione patologica. Similmente, la somministrazione di  VEGF e IGF-1 
precocemente può determinare la crescita dei vasi ma al tempo stesso può esasperare la patologia 
durante la fase di neovascolarizzazione. Perciò risulta evidente la necessità di ulteriori studi 
finalizzati ad identificare un nuovo tipo di intervento efficace e che comporti minori effetti 
collaterali possibili. 
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CAPITOLO 3: LA NEOVASCOLARIZZAZIONE 
 
 
3.1   Neovascolarizzazione 
La vascolarizzazione è il processo di formazione di vasi sanguigni e può svilupparsi con due 
diverse modalità che differenziano la vasculogenesi dalla angiogenesi. La vasculogenesi è il 
processo di formazione “de-novo” di vasi a partire da cellule staminali, quali gli angioblasti, che 
si verifica nei primi stadi di embriogenesi (Patan, 2004; Risau et al., 1995), anche se i precursori 
delle cellule endoteliali si ritrovano anche nell’adulto all’interno del midollo osseo e sono 
reclutate dai tessuti in caso di trauma o ischemia (Zammaretti et al., 2005). Nel processo di 
angiogenesi (neovascolarizzazione), invece, i nuovi vasi si formano a partire da vasi preesistenti 
per sprouting delle cellule endoteliali. Nonostante il processo di angiogenesi sia alla base di 
numerose patologie, come le retinopatie, le artriti, le endometriosi e il cancro (Siemann et al., 
2009; Schenone et al., 2007; Patan, 2004; Djonov et al., 2003; Djonov et al., 2000; Peichev et al., 
2000; Asahara et al., 1997), esso ha comunque rilevanti funzioni fisiologiche come, ad esempio, 
nella rimarginazione delle ferite (Paavonen et al., 2000; Ruiter et al., 1993) e nella 
vascolarizzazione dell’endometrio (McLaren, 2000; Ferrara et al., 1998).  
Il processo di angiogenesi ha inizio con l’aumento della permeabilità vascolare (Conway et al., 
2001) e la perdita di proteine plasmatiche , fattori di crescita e fattori infiammatori che si 
riversano nelle aree circostanti. Le proteine plasmatiche formano la struttura di supporto per la 
migrazione di cellule endoteliali mentre i fattori di crescita e i fattori infiammatori attivano gli 
enzimi che degradano la matrice extracellulare (ECM). La degradazione della ECM forma delle 
camere in cui le cellule endoteliali possono migrare e rilasciare dei fattori pro-angiogenici che si 
ancorano alla matrice (VEGF, bFGF, IGF-1) (Mousa et al., 1999). Questi promuovono 
l’attivazione delle cellule endoteliali che migrano dai vasi preesistenti e formano nuovi vasi che 
gemmano così dai vecchi. 
Il processo di angiogenesi è strettamente controllato da un equilibrio dinamico tra fattori 
proangiogenici e fattori antiangiogenici. In condizioni fisiologiche, in cui non avvengono 
processi di neovascolarizzazione, l’equilibrio fra fattori pro- e antiangiogenici è spostato a favore 
di quest’ultimi (Ma et al., 2005; Gao and Ma, 2002; Cao, 2001; Folkman and Ingber, 1992) 
mentre invece, in particolari situazioni patologiche, come ad esempio in condizioni d’ipossia, si 
attivano i fattori proangiogenici, i quali vanno a promuovere la complessa sequenza che conduce 
allo sviluppo di nuovi vasi da vasi precedentemente quiescenti (Ma et al., 2005; Benelli et al., 
2002; Gao and Ma, 2002; Battegay, 1995; Liu et al., 1995; Pe’er et al., 1995). Tra i fattori 
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antiangiogenici sono stati identificati la trombospodina, l’angiostatina, l’endostatina, il fattore 
derivante dall’epitelio pigmentato (PEDF) e la somatostatina (Chader, 2001; Carmeliet and Jain, 
2000). Per quanto riguarda i fattori proangiogenici, i più importanti includono il VEGF, 
l’eritropoietina, l’IGF-1, il HGF (hepatocyte growth factor), angiopoietina e PDGF (platelet-
derived growth factor). 
Questi fattori di crescita sono costituiti da gruppi diversi di proteine con alcune caratteristiche 
comuni. La maggior parte dei fattori di crescita sono proteine secrete che legano recettori di 
membrana su cellule autocrine, paracrine ed endocrine. Questi recettori possiedono attività di 
tirosin-chinasi, e l’interazione dei fattori di crescita con questi recettori modula le vie 
intracellulari che regolano la proliferazione, la migrazione e il differenziamento delle cellule che 
andranno a formare i nuovi elementi vascolari (Schenone et al., 2007; Baldysiak-Figiel et al., 
2004; Carmeliet, 2000).  
 
3.1.1   Neovascolarizzazione nello sviluppo retinico 
I vasi che provvedono ad irrorare la retina subiscono profonda riorganizzazione durante il loro 
sviluppo. Inizialmente la parte più interna dell’occhio è metabolicamente supportata dai vasi 
ialoidi provenienti dal nervo ottico. Negli stadi successivi di sviluppo questi vasi sono 
completamente sostituiti dalla vascolatura retinica. Questa sostituzione avviene negli uomini 
circa a metà gestazione mentre nei topi si verifica alla nascita. Alla regressione dei vasi ialoidi si 
accompagna lo sviluppo di un plesso vasale dal nervo ottico da cui origina la vascolatura 
retinica. A differenza della vascolatura ialoide, quella retinica è costituita sia da arterie che da 
vene che entrano ed escono dal nervo ottico. Questo primo plesso vasale sulla superficie interna 
della retina si rimodella a formare un network vasale interconnesso localizzato nello strato della 
neuroretina. 
Nell’uomo i vasi retinici iniziano a svilupparsi durante il quarto mese di gestazione e alla nascita 
la vascolarizzazione può dirsi pressoché completa. 
Nel topo, invece, la vascolarizzazione retinica si verifica nel periodo post-natale e i vasi si 
estendono a ricoprire la periferia avascolare attraverso un processo che include sia angiogenesi 
che vasculogenesi. I vasi retinici emergono dalla testa del nervo ottico immediatamente dopo la 
nascita e durante la prima settimana di vita crescono radialmente verso la periferia formando il 
plesso vascolare primario superficiale (dal giorno post-natale 1 -PD1- a PD10). Attorno 
all’ottavo giorno di vita iniziano a formarsi nuovi vasi dal plesso superficiale formando un plesso 
più profondo. Questi nuovi rami vasali migrano verso la zona posteriore della retina fino al 
margine esterno dell’INL formando il plesso profondo secondario (da PD8 a PD12) (Dorrell et 
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al., 2002; Provis, 2001; Provis et al., 1997). Infine durante la terza settimana di vita (PD14) si 
forma un plesso vascolare intermedio a livello del margine interno dell’INL, che si completa 
attorno al ventesimo giorno di vita. (Dorrell and Friedlander, 2006). Generalmente nei 
mammiferi il completo sviluppo della vascolatura retinica coincide con l’apertura della rima 
palpebrale. I vasi periferici maturano più tardivamente rispetto ai centrali, quindi la retina mostra 
stadi diversi di vascolarizzazione andando dalla periferia al centro. 
Lo sviluppo della vascolarizzazione retinica è preceduto da una migrazione nella retina di 
astrociti (Watanabe and Raff, 1988; Stone e Dreher, 1987) che originano da percursori presenti 
nel nervo ottico (Chu et al., 2001; Mi and Barres, 1999) e proliferano in direzione centrifuga 
attraverso la retina (Ling and Stone, 1998; Fruttiger et al., 1996). Dagli stessi precursori 
originano anche gli astrociti propri del nervo ottico. La distinzione fra queste due popolazioni di 
astrociti maturi è possibile grazie all’espressione di PDGFRα, recettore del PDGF che è espresso 
dagli astrociti retinici molti giorni prima che questi invadano la retina (Mudhar et al., 1993). Il 
suo ligando è PDGFA, secreto dalle cellule ganglionari della retina (Fruttiger et al., 2000). Gli 
astrociti proliferano fino a formare una fitta rete di capillari esprimendo bassi livelli di GFAP 
(glial fibrillare acidic protein) (Chu et al., 2001). Prima di essere ricoperti dai vasi percepiscono 
ipossia e esprimono VEGF (West et al., 2005; Pierce et al., 1996), stimolando quindi 
vascolarizzazione (Stone et al., 1995). Questo evento agisce a feedback negativo regolando la 
crescita degli astrociti e dei vasi stessi (West et al., 2005). 
Man mano che i vasi si sviluppano, dal centro verso la periferia si sviluppa un albero vascolare 
in cui sono ben distinguibili arterie e vene con alcuni capillari allungati ed altri più corti 
(Fruttiger et al., 2007) a causa della migrazione, rilocalizzazione (Hughes and Chang-Ling, 
2000) ed apoptosi delle cellule endoteliali (Ishida et al., 2003). 
Nelle retinopatie proliferative la formazione di nuovi vasi avviene per angiogenesi (Bandello et 
al., 2010) e si verifica in risposta a fenomeni di ipossia, ischemia o stress ossidativo (Takagi, 
2007, Bosco et al., 2005; Campochiaro, 2000). Nella retina si verifica a partire dalla ILM dove 
può causare emorragia vitrea o addirittura distacco della retina. Il principale fattore di interesse 
nella patogenesi della retina risulta essere il VEGF (Bandello et al., 2010).  
Attraverso l’iperossia è possibile provocare obliterazione dei vasi poiché in queste condizioni 
viene inibito il VEGF, lo stimolo primario alla vascolarizzazione. I capillari vicino alle arterie 
sono i più colpiti poiché contengono le più alte concentrazioni di ossigeno e i più bassi livelli di 
VEGF (Gu et al., 2003). 
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CAPITOLO 4: HIF-1 
 
 
4.1   Caratteristiche  
L’ipossia, uno dei principali stimoli che inducono angiogenesi, esplica la sua azione mediante 
una serie di fattori fra cui l’hypoxia inducible factor (HIF)-1.  
HIF-1 è un fattore di trascrizione eterodimerico costituito dalle subunità α e β. La subunità HIF-
1β è costitutivamente espressa mentre l’espressione e l’attività della subunità HIF-1α sono 
strettamente controllate dalle concentrazioni cellulari di ossigeno. Infatti, in condizioni di livelli 
di ossigeno normali, HIF-1α viene rapidamente idrossilata dalle prolil idrossilasi, enzimi che 
necessitano di ossigeno e ferro per poter esercitare la propria attività e idrossilare due residui di 
prolina conservati di HIF-1α. Questa modificazione post-trascrizionale induce il legame della 
subunità con la proteina di Von Hippel-Lindau, la quale è una E3-ubiquitina ligasi che determina 
l’avvio di HIF-1α alla degradazione da parte del proteasoma. In condizione di ipossia HIF-1α 
sfugge a questa degradazione a causa dell’inattivazione delle idrossilasi ed inizia ad accumularsi 
nel citoplasma della cellula traslocando quindi nel nucleo dove dimerizza con la subunità HIF-1β 
(Takahashi and Shibuya, 2005). Oltre ad HIF-1α, la proteina HIF-2α, strutturalmente e 
funzionalmente correlata ad essa, può dimerizzare con HIF-1β. HIF-2α non è espressa in tutti i 
tipi cellulari e, quando espressa, può essere inattivata in seguito a sequestro citoplasmatico (Park 
et al., 2003). È stata identificata una terza proteina HIF-3α il cui ruolo non è stato però ancora 
ben stabilito (Gu et al., 1998).  
Una volta avvenuta la dimerizzazione tra le subunità α e β all’interno del nucleo, HIF-1 si lega 
all’elemento responsivo all’ipossia (HRE) presente nel promotore o nelle regioni enhancer di 
geni inducibili dall’ipossia determinandone l’attivazione (Jewell et al., 2001). Sebbene l’ipossia 
costituisca il principale stimolo, diversi fattori di crescita e citochine, tra cui IGF-1, incrementano 
i livelli della subunità HIF-1α e inducono l’espressione di geni dipendenti da HIF-1 in condizioni 
non ipossiche (Lee et al, 2004). HIF-1 promuove la trascrizione di oltre 70 geni target (Semenza, 
2004); la batteria di geni regolata da HIF-1 è differente per ciascun tipo di cellula (Kelly et al., 
2003) ed organo-specifica (Schneider et al., 2009). HIF-1 è in grado di regolare vari processi 
fisiologici tra cui l’eritropoiesi, l’angiogenesi e la glicolisi che sono esempi di risposta adattativa 
all’ipossia a livello sistemico, tissutale e intracellulare, rispettivamente (Jiang et al., 1997).  
Poiché HIF-1 è il principale fattore responsabile dell’espressione e secrezione del VEGF da parte 
delle cellule in condizioni ipossiche (Pagés and Pouysségur, 2005), esso risulta coinvolto anche 
in diverse patologie caratterizzate da anomalo sviluppo dei vasi sanguigni. Studi condotti su topi 
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sottoposti a ipossia riportano che l’incremento dei livelli di HIF-1α evidenziato nelle retine 
ischemiche è correlato temporalmente e spazialmente con l’aumento dell’espressione del VEGF 
in modo tale che l’incremento dei livelli di HIF-1α precede l’up-regolazione del VEGF (Ozaki et 
al., 1999). Inoltre, in un modello murino di retinopatia indotta dall’ossigeno è stato dimostrato 
che l’incremento di HIF-1α determinato dall’ipossia, è coinvolto nella proliferazione dei vasi 
sanguigni nella retina neovascolarizzata (Bartoli et al, 2009). 
 22 
CAPITOLO 5: IL SISTEMA DEL VEGF 
 
 
5.1   Caratteristiche 
La famiglia del VEGF (vascular endothelial growth factor) include VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e il fattore di crescita placentare PlGF (Penn et al., 2008). 
Il VEGF-A è una glicoproteina dimerica di circa 40 kDa ed è stata identificata in 9 diverse 
varianti di splicing distinte da diverso numero di aminoacidi: VEGF121, VEGF145, VEGF148, 
VEGF162, VEGF165, VEGF165b, VEGF183, VEGF189 e VEGF206 (Ladomery MR et al., 2007). 
Sebbene l’isoforma VEGF165 svolga un ruolo centrale nello sviluppo vascolare e sia inoltre 
implicato nell’ aumento della permeabilità vasale (Senger et al., 1983), recenti studi dimostrano 
che ciascuna isoforma del VEGF ha un ruolo nella formazione del pattern vascolare (Takahashi e 
Shibuya, 2005). Il VEGF-B è implicato nella progressione di tumori non angiogenici e nel 
processo di angiogenesi ma in maniera meno potente rispetto a VEGF-A, mentre VEGF-C e 
VEGF-D sono studiati per il loro ruolo nell’angiogenesi e nella linfoangiogenesi sia fisiologiche 
(Karkkainen et al., 2004) che tumorali (Stacker et al., 2001), agendo molto probabilmente in 
sinergia con il VEGF-A nel processo patologico di angiogenesi. Il VEGF-E è anch’esso un 
fattore angiogenico, con attività simile al VEGF-A (Meyer et al., 1999; Seetharam et al., 1995), 
ma è stato individuato solamente come variante virale. Il VEGF-F è stato recentemente scoperto 
e la sua funzione deve ancora essere chiarita. Infine, il PlGF induce incremento della 
permeabilità, proliferazione, chemiotassi e angiogenesi (Luttun et al., 2002; Odoriso et al., 2002; 
Ziche et al., 1997) agendo molto probabilmente in sinergia con VEGF-A nel processo di 
angiogenesi patologica (Carmeliet et al., 2001) 
 
5.2   Recettori 
Sono stati identificati 3 tipi di recettori del VEGF, con attività tirosin-chinasica. Il VEGFR-1 (o 
Flt-1) e il VEGFR-2 (o Flk-1) hanno elevata affinità per il VEGF-A ma VEGRFR-2 può legare 
anche VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E mentre VEGFR-1 è in grado di legare anche VEGF-B 
(Olofsson et al., 1999) e PlGF con elevata affinità (Errico et al., 2004); il VEGFR-3 (o Flt-4) lega 
VEGF-C e VEGF-D (Lohela et al., 2003).  
L’attivazione di questi recettori richiede dimerizzazione e, in parallelo, autofosforilazione dei 
residui tirosinici. I recettori per il VEGF sono formati da 7 domini extracellulari Ig-simili, un 
singolo dominio transmembrana ed un dominio conservato intracellulare (Veikkola et al., 2000; 
Neufeld et al., 1999; Millauer et al., 1993; Terman et al., 1992). La neuropilina-1 (NP-1) funge 
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da corecettore per l’isoforma VEGF165 ed è strettamente necessaria per lo svolgimento 















Figura 3. La famiglia del VEGF e i suoi recettori. 
 
VEGFR-1 sembra funzionare come un regolatore negativo di VEGFR-2 (Ferrara, 2001) 
sequestrando il VEGF-A (a cui si lega con maggiore affinità) e riducendo così la sua disponibilità 
a legare VEGFR-2. Il gene per VEGFR-1 codifica per due diversi polipeptidi, una forma più 
lunga transmembrana e una più corta solubile (Shibuya, 2001). Questa molecola solubile agisce 
probabilmente come inibitore naturale di VEGF-A. L’autofosforilazione di VEGFR-1 è però più 
debole di quella di VEGFR-2. Il VEGF-E ha una potente azione angiogenica pari a quella del 
VEGF-A e il suo legame selettivo con VEGFR-2 suggerisce che tale azione possa essere 
esplicata senza attivare necessariamente VEGFR-1 (Meyer et al., 1999). VEGFR-1 è espresso 
sulle cellule endoteliali, sui periciti (Witmer et al., 2002b) e sulle cellule contrattili dei vasi 
(Parenti et al., 2002). Il legame del VEGF-A porta alla sua fosforilazione tirosinica e alla 
conseguente attivazione di segnali intracellulari. Ciò avviene anche in seguito ad ipossia. Topi 
knock out per il recettore 1 muoiono attorno all’ottavo giorno di gestazione a causa della 
disorganizzazione dei vasi neoformati. 
VEGFR-2 è espresso principalmente sulle cellule endoteliali ed è il recettore responsabile della 
diretta mediazione funzionale del VEGF su queste cellule favorendone la migrazione e la 
proliferazione e promuovendo quindi il processo di angiogenesi. Inoltre il legame del VEGF-A a 
questo recettore induce l’espressione di NOS (Shen et al., 1999) e produzione di ossido nitrico 
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dalle cellule endoteliali (Kroll e Waltenberger, 1999). Il ruolo di VEGFR-2 sulle altre cellule 
deve ancora essere chiarito. VEGFR-2 è essenziale per la formazione dei precursori endoteliali e 
per la loro proliferazione, tant’è che topi VEGFR-2 knock out muoiono attorno all’ottavo giorno 
di gestazione per l’insufficiente vascolarizzazione. Il legame del VEGF-A causa 
autofosforilazione dei residui tirosinici. 
Il VEGFR-3 è espresso nei vasi durante i primi stadi di sviluppo ma negli stadi successivi la sua 
espressione è limitata ai vasi linfatici; agisce perciò nella linfoangiogenesi e nell’ematopoiesi. E’ 
inoltre implicato nel processo di angiogenesi che interessa la rimarginazione delle ferite (Witmer 
et al., 2001; Paavonen et al., 2000) e la crescita tumorale (Witmer et al., 2001; Saaristo et al., 
2000; Valtola et al., 1999; Partanen et al., 1999). 
 
5.3   VEGF e recettori nella retina 
Durante lo sviluppo della vascolarizzazione retinica l’azione più importante è svolta dal VEGF-A 
e dai suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2 (Robinson et al., 2001; Provis et al., 1997) la cui 
presenza è fondamentale anche per lo sviluppo della neuroretina (Robinson et al. 2001).  
Diversi tipi di cellule retiniche producono e secernono VEGF: cellule dell’RPE (Miller et al., 
1997), astrociti (Stone et al., 1995), cellule di Műller (Robbins et al., 1997), cellule endoteliali 
(Aiello et al. 1998) e cellule ganglionari (Ida et al., 2003). Queste cellule differiscono 
ampiamente nelle loro risposte all’ipossia: studi in vitro mostrano che le cellule di Műller e gli 
astrociti generalmente producono la maggior quantità di VEGF in condizioni ipossiche (Morrison 
et al., 2007; Hata et al., 1995)  
Nella retina umana VEGFR-1 e VEGFR-2 sono espressi sia nella neuroretina che negli elementi 
vascolari; negli adulti questa espressione si restringe all’INL (cellule di Műller e cellule 
amacrine), allo strato di cellule ganglionari e agli elementi vascolari (Stitt et al., 1998). 
Nell’occhio, come negli altri organi, le conoscenze riguardo al VEGF non sono ancora complete. 
Il VEGF-A è espresso nella retina mentre i recettori sembrano espressi sia dentro che fuori dalla 
vascolatura retinica (Kim et al., 1999; Gilbert et al., 1998; Stitt et al., 1998). VEGFR-1 in 
particolare sembra l’unico recettore presente sull’endotelio, probabilmente sui periciti, svolgendo 
qui la sua funzione di esca rispetto a VEGFR-2 (Yancopoulos et al., 2000; Hiratsuka et al., 
1998). La neuroretina sembra invece presentare tutti e 3 i recettori (Witmer et al., 2002) 
suggerendo l’azione di tutte le classi di VEGF su questa parte della retina, su cui, inoltre, il 
VEGF-A sembra esercitare una azione neuroprotettiva legandosi a VEGFR-2 (Jin et al., 2000). 
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5.4   VEGF e recettori nella ROP 
Come già accennato i livelli di VEGF variano in relazione a variazioni delle concentrazioni di 
ossigeno. 
In normossia il VEGF è prodotto dalle cellule retiniche a livelli tali da garantire la sopravvivenza 
dei vasi. L’esposizione a elevate concentrazioni di ossigeno a cui sono sottoposti i bambini 
prematuri interferisce con il normale sviluppo vascolare guidato dal VEGF. Studi condotti su un 
modello murino di ROP mostrano che, nella fase I della patologia, l’iperossia inibisce 
l’espressione del VEGF determinando la scomparsa dell’onda fisiologica di VEGF anteriore al 
fronte vascolare in crescita (Pierce et al., 1995). Durante la seconda fase della ROP, guidata 
dall’ipossia, c’è una relazione spazio-temporale tra il VEGF e la retinopatia proliferativa; infatti, 
si verifica l’aumento dell’espressione del VEGF nella retina che determina neovascolarizzazione 
patologica (Smith et al., 1994). In questa fase, l’inibizione del VEGF mediante iniezione 
intravitreale sia di un oligonucletide antisenso anti-VEGF che di una molecola che lega il VEGF 
diminuisce significativamente la risposta neovascolare (Robinson et al., 1996; Aiello et al., 
1995), indicando che il VEGF è un fattore critico che contribuisce alla neovascolarizzazione 
retinica. Studi effettuati con altri modelli animali supportano ulteriormente il ruolo centrale del 
VEGF nella neovascolarizzazione oculare (Donahue et la., 1996). Questi risultati trovano una 
corrispondenza con le osservazioni cliniche che identificano un aumento dei livelli di VEGF nel 
fluido oculare di pazienti affetti da retinopatie proliferative (Aiello et al., 1994). Oltre ad agire 
nella formazione e sopravvivenza dei vasi, il VEGF aumenta la permeabilità vascolare inducendo 
la formazione di vasi fenestrati responsabili di emorragie retiniche.  
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CAPITOLO 6: IL SISTEMA DELL’IGF 
 
 
6.1   Caratteristiche  
Il sistema dei fattori di crescita insulino-simili (IGF) è composto da numerosi elementi 
interagenti. 
L’IGF-1 e l’IGF-2 sono dei polipeptidi molto simili all’insulina che esercitano importanti effetti 
regolatori sulla crescita e sulla differenziazione di diversi tipi cellulari per tutta la durata della 
vita. Infatti studi condotti con topi knock out per alcuni geni del sistema IGF hanno confermano 
l’importante ruolo di questi fattori nella crescita, nella differenziazione e nella sopravvivenza 
delle cellule (Liu et al., 1993; DeChira et al., 1990).  
Gli IGF accedono alle cellule tramite vie autocrine, endocrine e paracrine; questo li rende alcuni 
dei fattori di crescita maggiormente disponibili nel microambiente cellulare. 
IGF-1, originariamente chiamato somatomedina, è un ormone polipeptidico di circa 7,5 kDa. Il 
trascritto primario (pre-mRNA) per splicing alternativo porta alla produzione di diverse isoforme 
di IGF-1 che includono IGF-1Ea, IGF-1Eb e IGF-1Ec e viene prodotto in molti tessuti tra cui 
fegato, muscoli, reni e cervello (Zhongquan et al., 2010). 
IGF-2, analogamente ad IGF-1, è un peptide a singola catena di 74 kDa che presenta il 62% di 
omologia con IGF-1. È prodotto da numerosi tessuti e, a differenza di IGF-1, non subisce 
controllo ormonale (Krassas et al., 2003). 
Diversi studi suggeriscono che mentre l’IGF-2 sembra giocare un ruolo critico nella crescita e 
nello sviluppo del cervello fetale, l’IGF-1, insieme alle forme libere o legate delle IGFBP 
(proteine che legano gli IGF e ne regolano l’attività biologica) è importante per la crescita 
normale durante la vita postnatale, e per lo sviluppo e la differenziazione di molti sistemi di 
organi (Randhawa, 2008). 
 
6.2   Recettori  
Gli effetti biologici degli IGF sono mediati da almeno tre recettori (R): IGF-1R, IGF-2R e 
recettore per l’insulina (IR). L’IGF-1R e l’IR sono dei recettori tirosino-chinasici (Epa and Ward, 
2006), e mediano gli effetti metabolici e di crescita degli IGF. L’IGF-2R, denominato anche 
recettore del Mannosio-6-fosfato, lega preferenzialmente l’IGF-2 ed è privo di attività di 
trasduzione del segnale; infatti il suo ruolo principale sembra essere quello di sequestrare IGF-2, 
inibendone conseguentemente il legame agli altri recettori (LeRoith et., 1995). Gli effetti 
biologici dell’IGF-2 sono quindi dettati dal rapporto fra l’espressione dell’IGF-1R e dell’IGF-2R. 
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IGF-1R è costituito da due subunità extracellulari e due subunità transmemembrana (Dupont et 
al., 2003). Il legame del ligando specifico determina un cambiamento conformazionale del 
recettore che porta alla autofosforilazione del dominio intracellulare tirosin chinasico e 
conseguente attivazione di numerose vie intracellulari (Donovan and Kummar, 2007). 
L’attivazione di questo recettore induce la modulazione di numerosi processi biologici importanti 
sia a livello fisiologico che patologico e stimola la produzione di fattori proangiogenici, fra cui il 
VEGF. Ad esempio numerosi studi riportano che IGF-1 regola l’espressione del VEGF nel 
processo di neovascolarizzazione che si verifica in diverse patologie oculari; infatti è stato 
dimostrato che i livelli di IGF-1 del corpo vitreo correlano con l’insorgenza e la gravità della 
neovascolarizzazione retinica associata al diabete (Meyer-Schwickerath et al., 1993); inoltre 
l’iniezione intravitreale di IGF-1 determina microangiopatia in modo dose dipendente (Danis and 
Bingaman, 1997), mentre la riduzione dei livelli sierici di IGF-1 inibisce la formazione di nuovi 
vasi in un modello murino di ischemia (Smith et al., 1997); infine, è stato osservato che in un 
modello murino di retinopatia diabetica IGF-1 partecipa direttamente alla fisiopatologia della 
malattia (Poulaki et al., 2004). 
E’ stato inoltre dimostrato che IGF-1 determina accumulo e traslocazione nel nucleo della 
subunità HIF-1α, e aumento dell’attività di HIF-1 mediante meccanismi post-trascrizionali in 
cellule epiteliali retiniche umane in condizioni di normossia (Treins et al., 2005) 
 
IGF-1 e recettore nella retina 
Nonostante lo sviluppo della rete vascolare retinica sia essenzialmente dovuto all’azione del 
VEGF, anche l’IGF-1 con il suo recettore partecipano alla formazione dei nuovi vasi sia in 
condizioni normali che patologiche (Bergman et al., 2005).  
Nella retina di topo IGF-1 è espresso a livello dei vasi retinici e in tutti gli strati della neuroretina, 
con un livello di espressione più basso nell’ONL (Lofqvist et al., 2009). IGF-1R è espresso 
prevalentemente a livello dei fotorecettori nella neuroretina e in misura minore nei vasi 
sanguigni, mentre in tutte le altre parti della retina risulta poco espresso (Lofqvist et al., 2009). 
 
IGF-1 nella ROP 
IGF-1 rappresenta un fattore critico per la fase I della ROP e per il normale sviluppo dei vasi 
retinici; inoltre, IGF-1 riveste un ruolo importante nella crescita e nello sviluppo fetale, infatti i 
livelli sierici di IGF-1 aumentano durante tutti gli stadi della gravidanza; in particolare i livelli di 
questa citochina aumentano significativamente durante il terzo trimestre di gravidanza, mentre, 
subito dopo la nascita, essendo IGF-1 prodotto dalla placenta e dal liquido amniotico, si verifica 
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una brusca caduta del suo livello ematico, la quale, nei neonati prematuri, risulta associata con 
l’arresto della vascolarizzazione e, nel caso di sviluppo della ROP, con la fase di proliferazione 
vascolare (Chen and Smith, 2007). I risultati di studi condotti su animali mostrano che la normale 
crescita dei vasi sanguigni retinici procede più lentamente in topi IGF-1 knock out rispetto ai topi 
wild type di controllo, in un modo molto simile a quello osservato nei bambini prematuri con la 
ROP. Inoltre, bassi livelli di IGF-1 sopprimono il segnale di sopravvivenza del VEGF nelle 
cellule endoteliali retiniche (Hellstrom et al., 2001). Queste scoperte aiutano a spiegare come la 
diminuzione dell’espressione di IGF-1 possa determinare la ROP impedendo la normale 
sopravvivenza delle cellule endoteliali dei vasi. Il ruolo critico dell’IGF-1 durante la prima fase 
della ROP è supportato anche dalle osservazioni cliniche in bambini affetti da tale patologia; 
infatti, i bassi livelli sierici di IGF-1 correlano direttamente con la gravità della ROP (Lofqvist et 
al., 2006). Questa serie di evidenze suggeriscono che i bassi livelli di IGF-1 durante lo sviluppo 
sono associati con la perdita dei vasi e contribuiscono alla precoce degenerazione di questi 
ultimi, elemento che caratterizza la fase I della retinopatia. 
La seconda fase della patologia (che si verifica tra le 32 e le 34 settimane di età post-
concezionale) è caratterizzata, come descritto precedentemente, da una importante 
neovascolarizzazione indotta dall’ipossia, in maniera simile a quanto si verifica nelle altre 
retinopatie proliferative (Smith, 2003). 
In questa fase, oltre ad un aumento dei livelli del VEGF si assiste ad un incremento dell’IGF-1, il 
quale gioca un ruolo chiave anche in questo stadio della patologia (Smith, 2003). Infatti, durante 
questa fase, la neovascolarizzazione retinica è sostanzialmente ridotta in topi transgenici che 
esprimono un antagonista per il recettore del GH (ormone della crescita) o in topi normali trattati 
con un analogo della somatostatina che diminuisce il rilascio del GH (Smith et al., 1997); questa 
inibizione della vascolarizzazione da parte del GH è mediata attraverso l’inibizione dell’IGF-1, 
infatti, la somministrazione sistemica di IGF-1 ripristina completamente la neovascolarizzazione 
nei topi in cui era stato indotta una diminuzione del rilascio della GH. Infine, la prova diretta del 
ruolo di IGF-1 nella fase proliferativa della ROP del topo è stata ricavata utilizzando un 
antagonista del recettore di IGF-1, il quale è stato dimostrato sopprimere la neovascolarizzazione 
retinica indotta in un modello murino di ROP, senza alterare i livelli retinici del VEGF (Smith et 
al., 1999). 
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 CAPITOLO 7: I RECETTORI BETA ADRENERGICI 
 
 
7.1   Caratteristiche  
I recettori beta adrenergici (beta-ARs) sono una classe di proteine di membrana che mediano gli 
effetti metabolici e neuroendocrini dell’epinefrina e della norepinefrina. Questi recettori sono 
accoppiati a proteine G che, a loro volta, interagiscono con effettori intracellulari (secondi 
messaggeri) come l’adenilato ciclasi, la fosfolipasi C o la proteinchinasi A (Coman et al. 2009). 
Esistono tre principali sottotipi di recettori: beta1, beta2 e beta3. I beta1 sono principalmente 
espressi a livello cardiaco ed a seguito di stimolazione generano un effetto ionotropo e 
cronotropo positivi; tali recettori sono presenti anche a livello renale dove in seguito alla loro 
attivazione si ha secrezione di renina. I recettori beta2 si ritrovano soprattutto a livello della 
muscolatura liscia di alcuni apparati come, ad esempio, la muscolatura liscia bronchiale, 
gastrointestinale, delle coronarie e dei grandi vasi che irrorano la muscolatura scheletrica. 
L’attivazione di questo sottotipo recettoriale determina rilassamento muscolare (Reiter, 2004). 
Infine, i recettori beta3 sono espressi principalmente a livello del tessuto adiposo dove 
determinano l’attivazione dell’enzima lipasi e conseguente liberazione di acidi grassi nel sangue 
(Coman et al. 2009). 
 
7.2   Recettori beta adrenergici nella retina 
I recettori beta adrenergici risultano essere espressi anche a livello retinico. Ad esempio, è stato 
osservato che le cellule endoteliali retiniche umane in coltura esprimono i recettori beta1 e beta3 
ma non i recettori beta2 (Steinle et al., 2003). È stato inoltre dimostrato che nella retina di ratto 
(comprendente anche l’RPE) vengono espressi i recettori beta1 e beta2 (Smith et al., 2006). 
Infine evidenze farmacologiche riportano che i sottotipi recettoriali beta2 e beta3 sono espressi a 
livello dei vasi sanguigni retinici di ratto (Mori et al., 2010).  
Sebbene sia stato dimostrato che i beta-ARs sono espressi nella retina, in letteratura sono 
disponibili poche informazioni riguardanti la loro localizzazione all’interno di questa struttura. 
Ad esempio, è stato dimostrato che i recettori beta1 e beta2 vengono espressi dalle cellule di 
Müller di ratto in coltura (Walker et al., 2007). Invece nella retina di volatili i recettori beta1 
sono stati localizzati a livello dello strato delle cellule amacrine (Kubrusly et al., 2006). 
 30 
7.3   Recettori beta adrenergici e angiogenesi 
In letteratura sono riportati diversi risultati che evidenziano un controllo da parte del sistema 
adrenergico del processo di angiogenesi mediato principalmente dalla regolazione di fattori 
proangiogenici. La maggior parte delle evidenze origina da studi effettuati su tumori solidi e 
linee cellulari tumorali in cui è stato dimostrato che la norepinefrina influenza la progressione 
tumorale modulando l’espressione dei fattori implicati nell’angiogenesi e nella metastasi. Infatti, 
ad esempio, in linee cellulari di melanoma umano il trattamento con la norepinefrina determina 
un aumento dei livelli di VEGF e tale incremento può essere contrastato dal trattamento con un 
antagonista non selettivo dei recettori beta-adrenergici, dimostrando così che l’up-regolazione del 
VEGF è mediata dai recettori beta-adrenergici (Yang et al., 2009). Un ulteriore studio su linee 
cellulari di cancro pancreatico umano conferma l’evidenza che la norepinefrina causa un 
incremento dei livelli di VEGF che può essere inibito mediante trattamento con farmaci beta 
bloccanti (Guo et al., 2009). Inoltre è stato dimostrato che nel mezzo di coltura di linee cellulari 
derivate da mieloma multiplo la norepinefrina è in grado di aumentare i livelli di VEGF (Yang et 
al., 2008). 
Questa azione di up-regolazione del VEGF esercitata dalla noradrenalina non è limitata solo a 
condizioni patologiche particolari come i tumori. Infatti, risultati riportati in letteratura 
evidenziano che l’incubazione con norepinefrina di cellule endoteliali umane derivate dalla vena 
ombelicale determina un incremento dose-dipendente dei livelli di VEGF e che il pretrattamento 
di queste cellule con un beta bloccante attenua tale effetto (Seya et al., 2006). Inoltre, in miociti 
cardiaci isolati da neonati di ratti, l’incubazione con norepinefrina stimola l’angiogenesi 
mediante up-regolazione del VEGF (Weil et al., 2003). 
Se a livello retinico la regolazione del processo angiogenico attraverso il sistema adrenergico sia 
mediata dalla modulazione dei livelli di fattori proangiogenici da parte dei recettori beta 
adrenergici non è stato ancora chiarito. Tuttavia, evidenze sperimentali mostrano che nelle cellule 
endoteliali retiniche umane in coltura l’attivazione, mediante l’impiego di un agonista selettivo 
del recettore beta3 promuove alcune fasi critiche dell’angiogenesi quali la migrazione e la 
proliferazione di tali cellule (Steinle et al., 2003). Oltre a ciò, un ulteriore studio riporta che il 
recettore beta3, determinando invasione ed elongazione di cellule endoteliali della coroide umane 
svolge un importante ruolo nel processo angiogenico (Steinle et al., 2005). Inoltre i recettori beta 
adrenergici sembrano regolare la produzione del PEDF (fattore antiangiogenico); infatti, cellule 
dell’epitelio pigmentato retinico umano trattate con norepinefrina mostrano un aumento dei 
livelli di PEDF, mentre il trattamento con un beta bloccante determina una diminuzione di tali 
livelli (Lashbrook and Steinle, 2005). Infine è stato osservato nelle celle endoteliali coroidali 
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umane che l’isoprotenerolo, agonista non selettivo dei recettori-beta, determina un aumento dei 
fattori di crescita implicati in patologie oculari (Steinle et al., 2008). 
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CAPITOLO 8: IL PROPRANOLOLO 
 
 
8.1   Caratteristiche 
Il propranololo è il capostipite di una classe di farmaci denominati beta bloccanti. Questi farmaci 
sono antagonisti dotati di elevata affinità per i recettori beta adrenergici, quindi il loro profilo 
farmacologico è caratterizzato dalla proprietà di antagonizzare le risposte mediate dai recettori 
beta adrenergici in risposta all’attivazione del sistema simpatico. Si distinguono beta bloccanti 
non selettivi, cioè in grado di legarsi indistintamente a tutti e tre i sottotipi recettoriali beta, dai 
beta bloccanti selettivi che invece si legano ad uno specifico sottotipo; il propranololo appartiene 
al primo gruppo di farmaci. 
Lo scienziato scozzese James W. Black, nei tardi anni cinquanta, sviluppò con successo il 
propranololo a partire dai precursori degli antagonisti dei recettori beta adrenergici, la 
dicloroisoprenalina e il pronetalolo (Black and Stephenson, 1962); la modifica strutturale 
fondamentale da lui apportata, alla base praticamente di tutti i beta bloccanti successivi, fu 
l’inserzione di un legame etereo tra il naftene e il resto della molecola rispetto alla struttura 
ariletanolamminica del pronetalolo (Black et al., 1965). Tale modifica aumentò la potenza del 
composto e sembrò aver eliminato la carcinogenesi riscontrata nei modelli animali per quanto 
riguardava il pronetalolo (Paget, 1963). Grazie a tale scoperta, ottenne il Premio Nobel per la 






Il propranololo è una sostanza altamente lipofila per cui viene rapidamente e completamente 
assorbita per via gastrointestinale (~ 90%) e va incontro ad un intenso metabolismo di primo 
passaggio a livello epatico, per cui la sua biodisponibilità è generalmente bassa (10-40%). Si lega 
estensivamente alle proteine plasmatiche (~ 90%) e il picco dei livelli plasmatici è raggiunto 
Figura 4. Struttura chimica del propranololo 
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circa dopo 1-3 ore dall’assunzione per via orale. L’emivita plasmatica tende ad essere piuttosto 
breve, circa 3-4 ore mentre il suo principale metabolita, ossia il 4-idrossipropranololo, ha 
un’emivita di 5,2-7,5 ore ed è farmacologicamente attivo, per cui l’effetto di una singola dose è 
più lungo dell’emivita del principio, e può raggiungere anche le 12 ore, se la dose è 
sufficientemente elevata; in caso contrario, sono necessarie due o tre somministrazioni al giorno. 
La concentrazione plasmatica efficace è compresa fra i 10 e i 100 ng ml
-1
, mentre i livelli tossici 
sono associati a concentrazioni plasmatiche superiori ai 2000 ng ml
-1
. La facilità di passaggio nel 
sistema nervoso centrale, legata alla spiccata lipofilicità, può essere causa di una maggiore 
incidenza di reazioni avverse a carico del sistema nervoso centrale (Reiter, 2004). 
 
8.2   Impiego clinico 
Dal punto di vista clinico il propranololo è principalmente impiegato per il trattamento 
dell’ipertensione arteriosa e le forme di angina pectoris; inoltre, è indicato in una vasta gamma di 
quadri patologici dell’apparato cardiovascolare come le aritmie cardiache e la cardiomiopatia 
ipertrofica, ed infine è utilizzato per la prevenzione secondaria dell’infarto miocardico. 
Per quanto riguarda le indicazioni non cardiologiche, il propranololo trova impiego nel controllo 
della tachicardia, delle palpitazioni, del tremore e dell’eccitazione nell’ipertiroidismo; viene 
inoltre utilizzato per il controllo delle manifestazioni periferiche dell’ansia e l’impiego locale di 
questo farmaco rappresenta un tipo di trattamento ormai accettato per i pazienti affetti da 
glaucoma. Altri usi “off-label” del propranololo sono il trattamento dell’emicrania e 
l’ipertensione portale. 
Il propranololo è comunemente impiegato anche nelle patologie cardiovascolari dei bambini, 
come ad esempio ipertensione, scompenso cardiaco congestizio, tachicardia, oltre che nel 
trattamento della tireotossicosi; in quaranta anni di vasta esperienza clinica non sono stati 
registrati effetti cardiovascolari gravi tra i bambini sottoposti a terapia cronica con i beta-
bloccanti (Love and Sikka, 2004). 
Studi clinici recenti riportano che il trattamento con il propranololo risulta efficace anche contro 
gli emoangiomi infantili (IH) (Léauté-Labrèze et al., 2008). Tali lesioni sono i più comuni tumori 
benigni dell’infanzia che colpiscono circa il 4-10% dei bambini con età inferiore ad 1 anno, con 
aumentata incidenza nelle femmine (Frieden et al., 2005). La storia naturale degli emoangiomi è 
caratterizzata da una fase proliferativa che interessa il primo anno di vita in cui le cellule 
endoteliali mostrano un incremento dei fattori proangiogenici, in particolare il VEGF, seguita da 
una fase involutiva che dura fino a circa 10 anni in cui si verifica una riduzione progressiva 
dell’espressione del VEGF; vista questa naturale auto-involuzione, la maggior parte degli HI non 
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necessitano di trattamento. Circa il 10% di queste lesioni, però, richiedono un trattamento 
durante la fase proliferativa in quanto la loro localizzazione può interessare organi importanti 
come fegato e laringe e quindi compromettere la vita stessa del bambino, oppure possono 
presentarsi sul volto determinando gravi conseguenze estetiche (Frieden et al., 2005). 
L’approccio convenzionale per i casi più complicati è l’impiego di una terapia sistemica con 
corticosteroidi come trattamento di prima linea, seguito poi da interferone o vincristina come 
trattamenti di seconda e terza linea rispettivamente. Tuttavia tali farmaci, oltre ad essere solo 
parzialmente efficaci, inducono gravi effetti collaterali come ipertensione e cardiomiopatia 
ipertrofica ostruttiva. Al contrario, diversi studi hanno dimostrato che il trattamento con 
propranololo durante la fase proliferativa risulta efficace contro gli IH, determinando arresto 
della crescita della lesione e successiva involuzione, presentando, inoltre, minori effetti 
collaterali rispetto agli altri tipi di trattamento (Sans et al., 2009; Léauté-Labrèze et al., 2008). 
Sulla base di queste evidenze, il propranololo è diventato il farmaco di prima scelta per la terapia 
di gravi IH, sebbene studi di controllo randomizzati non siano stati ancora portati a termine e non 
sia stato ancora determinato un concetto generalmente accettato su come il propranololo svolga 
la propria azione negli IH. Secondo un recente studio gli effetti del propranololo sugli IH a breve, 
intermedio e lungo termine possono essere attribuiti a tre differenti targets farmacologici. Gli 
effetti a breve termine (schiarimento della superficie dell’emoangioma dopo 1-3 giorni dall’inizio 
della terapia) sono attribuibili alla vasocostrizione dovuta ad una diminuzione del rilascio di 
ossido nitrico; gli effetti intermedi sono determinati dal blocco dei segnali proangiogenici, 
fondamentalmente mediati dal VEGF, che causa l’arresto della crescita; ed infine, gli effetti a 
lungo termine del propranololo sono caratterizzati dall’induzione dell’apoptosi delle cellule 





La retinopatia del prematuro è la principale causa di cecità tra i bambini nati prematuramente nei 
paesi in via di sviluppo la cui patogenesi non è stata ancora ben stabilita. Dai numerosi studi 
condotti al fine di comprendere le possibili cause di questa malattia, risulta evidente che i fattori 
proangiogenici giochino un ruolo chiave nello sviluppo della ROP. In particolare, gli elevati 
livelli di VEGF e IGF-1 determinano quel processo di neovascolarizzazione patologica che 
caratterizza la malattia.  
Il VEGF risulta essere anche una delle concause di un’altra patologia che colpisce i bambini, gli 
emoangiomi infantili; queste lesioni, oltre ad essere istopatologicamente molto simili a quelle 
riscontrate nella ROP, nei neonati prematuri sono in stretta associazione con l’insorgenza e la 
gravità di quest’ultima, suggerendo così un possibile meccanismo di patogenesi comune. Studi 
recenti dimostrano che il trattamento con il propranololo, beta bloccante non selettivo, risulta 
efficace nella cura degli emoangiomi determinando arresto della crescita e involuzione delle 
lesioni. 
Sulla base di queste evidenze, ed essendo noto dalla letteratura che i recettori beta-adrenergici 
sono espressi anche a livello retinico, è plausibile ipotizzare che il propranololo possa avere 
effetti antiangiogenici anche nella retinopatia del prematuro. 
Lo scopo di questo lavoro sperimentale è stato quindi quello di verificare tale ipotesi mediante 
l’utilizzo di un tipico modello di retinopatia indotta dall’ossigeno (OIR) che rappresenta un buon 
modello sperimentale per la ROP. In particolare sono stati valutati l’espressione dei recettori beta 
adrenergici a livello della retina e gli effetti del propranololo sui livelli retinici dei fattori 
proangiogenici, sulla vascolarizzazione retinica e sulla funzionalità della barriera emato-retinica; 





CAPITOLO 9: MATERIALI E METODI 
 
 
9.1   Materiali 
La iQ Sybr Green Supermix è stata acquistata da Bio-Rad (Hercules, CA). 
I primers sono stati sintetizzati da MWG Biotech (Ebersberg, Germania). 
Il GelStar è stata acquistato da Cambrex (East Rutherford, NJ).  
Gli anticorpi policlonali diretti contro beta1- e beta2-ARs, l’anticorpo policlonale di capra diretto 
contro beta3-AR, il relativo blocking peptide per gli esperimenti di preassorbimento, le Ig di 
coniglio per il controllo negativo, l’anticorpo monoclonale di topo diretto contro HIF-1α, la 
picropodofillina (PPP, inibitore della fosforilazione di IGF-1R), l’anticorpo policlonale di 
coniglio diretto contro l’albumina e l’anticorpo di coniglio diretto contro le Ig di capra legato alla 
perossidasi di rafano sono stati acquistati Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).  
L’anticorpo policlonale di coniglio diretto contro l’occludina è stato ottenuto da Zymed 
Laboratory (San Francisco, CA). 
L’anticorpo secondario Alexa Fluor 488 è stato acquistato da Molecular Probes (Eugene, OR).  
L’anticorpo di topo diretto contro le Ig di coniglio legato alla perossidasi di rafano è stato 
ottenuto da Cell Signaling Technology (Beverly, MA). 
Il dosaggio immuno-assorbente legato ad un enzima per la rilevazione del VEGF (Quantikine 
Mouse VEGF ELISA kit) e il VEGF165 ricombinante umano sono stati ottenuti da R&D System 
(Minneapolis, MN). 
I reagenti per lo sviluppo in chemiluminescenza dei blots sono stati acquistati da Millipore 
(Billerica, MA). 
Tutti gli altri reagenti chimici sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 
 
9.2   Metodi  
 
         9.2.1   Animali 
Gli esperimenti sono stati eseguiti su un totale di 205 topi (ceppo C57BL/6) di entrambi i sessi, 
sacrificati al 17° giorno dopo la nascita (PD17). In alcuni esperimenti, sono stati utilizzati topi 
anche a PD12 e PD14. Gli esperimenti si sono svolti nel rispetto della dichiarazione ARVO 
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riguardo all’uso di animali per la ricerca oftalmica e visiva e in accordo con la legge italiana sul 
rispetto degli animali N°116/1992 e EEC/609/86. È stata utilizzata ogni accortezza possibile per 
ridurre al massimo il numero di animali utilizzati. 
 
9.2.2   Modello di Retinopatia Indotta da Ossigeno (OIR) 
Per valutare l’azione del propranololo come agente terapeutico per la ROP il modello da noi 
utilizzato è stato il modello OIR (Smith et al., 1994). In tale modello, i cuccioli di topo, assieme 
alle loro madri, vengono sottoposti tra PD7 e PD12 ad elevate concentrazioni di ossigeno (75% ± 
2%) all’interno di un incubatore (condizione di iperossia). I livelli di ossigeno sono stati 
controllati due volte al giorno mediante un analizzatore di ossigeno (Miniox I; Bertocchi srl 
Elettromedicali, Cremona, Italia). Il periodo di iperossia è seguito da un periodo di 5 giorni 
(PD12-PD17) in cui i cuccioli e la madre vengono riportati in condizioni ambientali di normossia 
(condizione di ipossia). La condizione di iperossia determina nei cuccioli di topo una 
interruzione del normale sviluppo dei vasi retinici che porta alla formazione di una zona 
avascolare al centro della retina. Il ritorno in condizioni normossiche viene percepito dagli 
animali come stato ipossico che rappresenta lo stimolo che induce il processo di neoangiogenesi 
con formazione di vasi anomali e mal funzionanti paragonabili a quelle riscontrate nei pazienti 
pediatrici con ROP. Il modello murino OIR rappresenta quindi un buon modello sperimentale 
comunemente accettato come modello di retinopatia proliferativa utile anche per studiare la 
patologia associata alla ROP. 
Negli esperimenti gli animali sono stati suddivisi nei seguenti gruppi sperimentali: 
 Topi mantenuti in condizioni normossiche senza essere sottoposti a trattamento 
farmacologico e sacrificati a PD17 (Normoxic); 
 Topi mantenuti in condizioni normossiche trattati con il solo veicolo (soluzione in cui 
erano disciolti i farmaci) e sacrificati a PD17; 
 Topi mantenuti in condizioni normossiche sottoposti a trattamento farmacologico e 
sacrificati a PD17; 
 Topi OIR sacrificati a PD 12 (termine periodo iperossia), a PD14 (due giorni di 
normossia) e PD17 (5 giorni di normossia) senza essere sottoposti a trattamento 
farmacologico (Untreated Hypoxic); 
 Topi OIR trattati con il solo veicolo e sacrificati a PD17; 
 Topi OIR sottoposti ai vari trattamenti farmacologici e sacrificati a PD17; 
L’anestesia è stata effettuata per mezzo di iniezioni di Avertin (1,2% tribromoetanolo e 2,4% 
amilene idrato in acqua distillata, in una quantità pari a 0,02 ml/g di peso corporeo). Tutti i 
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trattamenti sono stati eseguiti alla stessa ora del giorno per escludere possibili influenze 
circadiane. I dati sono stati raccolti sia da maschi che da femmine dato che dai risultati combinati 
non era osservabile alcuna differenza apparente tra i sessi. 
 
9.2.3   Somministrazione del propranololo  
Il propranololo, diluito in tampone acetato (33 nM, pH 5 contenente 135 mM di NaCl), è stato 
somministrato 3 volte al giorno per via sottocutanea (s.c.) da PD12 a PD16 a concentrazioni 
diverse nel range 0,02-20 mg kg
-1
. Iniezioni di solo tampone (veicolo) sono state usate come 
controllo. In alcuni animali il propranololo è stato somministrato per via intraperitoneale (i.p.) 
alla concentrazione di 20 mg kg
-1
; non sono state evidenziate differenze negli effetti prodotti dal 
trattamento con il farmaco sui livelli del messaggero del VEGF somministrato con le due diverse 
modalità (dato non mostrato).  
 
9.2.4   Somministrazione degli antagonisti selettivi  
Al fine di valutare il contributo fornito dai singoli recettori beta adrenergici sono stati 
somministrati degli antagonisti e agonisti selettivi. 
L’atenololo, beta-bloccante selettivo per i beta1-ARs, diluito in tampone acetato (33 nM, pH 5 
contenente 135 mM di NaCl), è stato somministrato 3 volte al giorno per via i.p. da PD12 a 
PD16 ad una concentrazione pari a 30 mg kg
-1
.  
ICI 118,551 come antagonista selettivo dei beta2-ARs, diluito in tampone acetato (33 nM, pH 5 
contenente 135 mM di NaCl), è stato somministrato 3 volte al giorno per via s.c. da PD12 a 
PD16 alla concentrazione di 30 mg kg
-1
.  
SR59230A come bloccante dei beta3-ARs, diluito in DMSO (alla concentrazione finale del 4%), 




Salbutamolo, agonista selettivo dei beta2-ARs, diluito in tampone acetato (33 nM, pH 5 
contenente 135 mM di NaCl), è stato somministrato 2 volte al giorno per via s.c. ad una 
concentrazione pari a 30 mg kg
-1
. 
Infine, BRL 37344, come agonista specifico dei beta3-ARs, diluito in tampone acetato (33 nM, 
pH 5 contenente 135 mM di NaCl) è stato somministrato 2 volte al giorno per via s.c. alla 
concentrazione di 2 mg kg
-1
. 
Per ciascun tipo di trattamento, sono state effettuate iniezioni di solo tampone (veicolo) come 
controllo. 
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9.2.5   Somministrazione dell’antagonista del recettore di IGF-1    
Al fine di studiare il coinvolgimento dell’IGF-1 negli effetti indotti dal propranololo sui livelli 
ipossici del VEGF, è stato utilizzata la picropodofillina (PPP) in accordo con studi precedenti 
(Economou et al., 2008). La PPP è una piccola molecola che appartiene alla famiglia dei 
ciclolignani che inibisce la fosforilazione di IGF-1R (Vasilcanu et al., 2004), il quale è noto 
mediare gli effetti proangiogenici dell’IGF-1. Topi OIR non trattati o trattati con propranololo 20 
mg kg
-1
 da PD12 a PD16 hanno ricevuto iniezioni intraperitoneali di PPP disciolto in 10 µl di 
DMSO 2 volte al giorno da PD12 a PD16. Topi OIR di controllo sono stati trattati con solo 
tampone. 
 
9.2.6   Iniezione intravitreale di VEGF 
Animali mantenuti in condizione normossica sono stati anestetizzati con iniezione 
intraperitoneale di Avertin. A PD13, VEGF165 umano ricombinante è stato iniettato in un occhio, 
e un egual volume del veicolo (PBS con BSA -bovine serum albumin- 0,025%) è stato iniettato 
nell’occhio controlaterale. Le iniezioni sono state effetuate con microsiringhe Hamilton 
attraverso il limbus della cornea nella cavità vitrea. Al fine di prevenire danni al cristallino e alla 
retina, le iniezioni sono state effettuate sotto microscopio ottico. Il propranololo è stato 
somministrato 3 volte al giorno da PD12 a PD16. A PD17 le retine sono state analizzate per 
l’extravasazione plasmatica dei vasi retinici mediante l’utilizzzo del colorante Evans’blu.  
 
9.2.7   Espianto retine e organi 
Dopo sacrificio dei topi mediante dislocazione cervicale, gli occhi sono stati rapidamente rimossi 
e le retine dissezionate, rapidamente congelate in azoto liquido e conservate a -80°C.  
Gli animali sono stati anestetizzati con etere e sono stati sottoposti a sternotomia. A livello del 
ventricolo sinistro del cuore è stata iniettato un volume di soluzione fisiologica sufficiente a 
ripulire i vasi dal sangue. Subito dopo, il cuore, il cervello ed i polmoni sono stati rapidamente 
rimossi e congelati in azoto liquido e conservati a -80°C. 
 
9.2.8   Estrazione di RNA e preparazione del cDNA 
L’estrazione dell’RNA totale è stata eseguita mediante RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) 
seguendo il protocollo della ditta. I campioni sono stati omogenizzati in tampone RLT e 
sottoposti a centrifugazione per 5 minuti a 20000 xg. Il surnatante è stato unito ad un uguale 
volume di etanolo al 70%, caricato su colonna Rneasy e centrifugato per 1 minuto a 10000 xg. 
L’eluito è stato scartato e la colonna lavata in sequenza con 700 µl di tampone RW1, 500 µl di 
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tampone RPE e, di nuovo 500 µl di tampone RPE, ogni volta sottoponendo a centrifugazione e 
scartando l’eluito. L’RNA purificato è stato quindi quantificato allo spettrofotometro (SmartSpec 
3000; Bio-Rad). Il cDNA è stato generato da 1 µg di RNA totale utilizzando il kit QuantiTect 
Reverse Transcription (Qiagen). Per eliminare possibili contaminazioni da DNA genomico, 
l’RNA è stato trattato con buffer contenente DNAsi in un volume totale di 14 µl per 2 minuti a 
42°C. Al campione, rapidamente raffreddato in ghiaccio sono stati aggiunti 4 µl di opportuno 
tampone di trascrizione, 1 µl di miscela di primer e 1 µl di trascrittasi inversa. Il campione è stato 
quindi incubato per 15 minuti a 42°C e successivamente mantenuto per 3 minuti a 95°C per 
inattivare la trascrittasi inversa. I campioni di cDNA sono stati aliquotati e conservati a -20°C.   
 
9.2.9   Real-time PCR quantitativa  
I cDNA ottenuti sono stati utilizzati per la Real-time PCR quantitativa (qPCR) utilizzando come 
fluoroforo il SYBR Green (Bio-Rad) sul termociclatore Mini-Opticon Two-Color Real-time 
PCR detection system (Bio-Rad). I primers per beta3-AR, VEGFR-1, VEGFR-2 e IGF-1 sono 
stati disegnati utilizzando il software Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000), quelli per beta1-AR, 
beta2-AR, VEGF e IGF-1R sono stati ottenuti dal data base Primer Bank (Wang and Seed, 2003) 
mentre quelli per l’housekeeping Rpl13a dal RTPrimerDB (Pattyn et al., 2003). La sequenza 















































































L’efficienza di amplificazione per ciascuna coppia di primer è stata calcolata con il software 
Opticon Monitor 3 (Bio-Rad) ed è risultata in ogni caso vicina al 100%. Le reazioni di PCR 
includevano 1 µl di cDNA, 300 nM di ciascun primer, 7,5 µl di master mix (iQ SYBR Green 
Supermix; Bio-Rad) e acqua RNasi-free per portare il volume finale delle miscele di reazione a 
15 µl. L’amplificazione di ogni gene target è avvenuta contemporaneamente al gene di controllo 
costitutivamente espresso Rpl13a. Inoltre, ogni esperimento includeva due tipi di controllo 
negativi: il “bianco”, per escludere contaminazioni esterne, dove nella miscela di reazione il 
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cDNA è sostituito da acqua RNasi-free e il “no RT”, per escludere contaminazioni da DNA 
genomico, dove nella miscela di reazione il cDNA è sostituito dall’RNA non sottoposto a retro 
trascrizione. Tutte le reazioni sono state eseguite in triplicato. La qPCR è stata eseguita con uno 
step iniziale di denaturazione a 95°C per 3 minuti, e successivamente con 40 cicli a 95°C per 10 
secondi e 58°C per 20 secondi. La lettura della fluorescenza seguita per l’intera amplificazione 
ha permesso un monitoraggio continuo della quantità di prodotto di PCR. Ogni amplificazione è 
stata seguita dall’analisi della curva di melting utilizzata per confermare l’unicità dell’amplicone 
prodotto. I prodotti di qPCR inoltre sono stati analizzati su gel al 3% di agarosio colorato con 
GelStar, al fine di verificare che le dimensioni del prodotto fossero quelle attese. Il livello di 
espressione dei prodotti di PCR è stato valutato applicando il metodo 2
-ΔΔCT
 (Livak and 
Schimittgen, 2001). L’aumento o la diminuzione dell’espressione genica dei targets sono stati 
valutati dopo normalizzazione rispetto a Rpl13a, rispetto ad un opportuno controllo i cui livelli di 
espressione sono stati posti uguali ad 1. Dopo l’analisi statistica, i dati provenienti dai differenti 
esperimenti sono stati riportati e mediati nello stesso grafico. I dati sono espressi come media ± 
SE e provengono da 4 campioni per ogni condizione sperimentale. Ogni campione si riferisce 
all’mRNA ottenuto da retine (2 retine per ciascun campione) o da cervello, polmone e cuore (20-
30 mg di tessuto per ciascun campione). 
 
9.2.10   Western blot 
L’analisi con Western blot è stata condotta su proteine estratte da 3 campioni per ogni 
condizione sperimentale, ognuno contenente 4 retine (Dal Monte et al., 2003). In breve, le retine 
sono state omogeneizzate in buffer di lisi (buffer A: Tris-HCl 10 mM, pH 7.6 contenente EDTA 
5 mM, EGTA 3mM, saccarosio 250 mM, fenilmetilsulfonil fluoruro 1 mM, peptistatina 1 µM, 
Leupeptina 10 µg/mL e aprotinina 2 µg/mL)A e centrifugate a 22000 xg per 30 minuti a 4°C. Il 
surnatante, contenente le proteine citosoliche, è stato utilizzato per la determinazione di HIF-1α e 
albumina; il pellet è stato invece risospeso in 20 mM di HEPES, pH 7.4 contenente NaCl 150 
mM, EDTA 5 mM, EGTA 3 mM, n-dodecil-β-maltoside e gli inibitori delle proteasi sopra 
menzionati. In seguito a centrifugazione a 22000 xg per 30 minuti a 4°C il surnatante, contenente 
le proteine di membrana, è stato utilizzato per la determinazione dei beta-ARs e di occludina. La 
concentrazione delle proteine è stata valutata con il metodo Bradford (Bradford, 1976), 
utilizzando BSA come standard. Aliquote di ogni campione contenenti un ugual quantità di 
proteine (40 µg) sono state successivamente sottoposte a elettroforesi su gel di poliacrilammide 
al 10% di SDS (Laemmli, 1970). A fine corsa le proteine presenti sul gel sono state trasferite su 
membrana di PVDF (polivinilidendifluoruro). Le membrane sono stata saturate in latte al 3% 
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sciolto in tampone fosfato 0,15 M contenente Tween 20 allo 0,1% (PBST). Le membrane sono 
state poi incubate overnight a 4 °C con specifici anticorpi diretti contro i distinti beta-ARs 
(diluizione 1:200), HIF-1α (diluizione 1:100), occludina (diluizione 1:250) e albumina 
(diluizione 1:100) in accordo con precedenti studi (Bartoli et al., 2009; Li, 2009; Steinle et al., 
2005). La stessa membrana, dopo strippaggio, è stata poi incubata con anticorpi primari 
monoclonali di topo diretti contro la β-actina (diluizione 1:2500) utilizzata come controllo 
interno. Le diluizioni degli anticorpi sono state eseguite in soluzione di BSA al 3% in PBST. In 
seguito le membrane sono state incubate a temperatura ambiente per 2 ore con anticorpi 
secondari di topo diretti contro le immunoglobuline di coniglio legati alla perossidasi di rafano 
(diluizione 1:5000) o con anticorpi secondari di conigli diretti contro le immunoglobuline di 
capra legati alla perossidasi di rafano (diluizione 1:1000) oppure con anticorpi secondari di 
coniglio diretti contro le immunoglobuline di topo legati alla perossidasi di rafano (diluizione 
1:25000). Le membrane sono state quindi sviluppate in chemioluminescenza utilizzando una 
soluzione di luminolo e H2O2 che costituiscono il substrato per la perossidasi. La densità ottica 
delle bande è stata valutata mediante un opportuno sistema di misurazione (Quantity One 
Software, Bio-Rad). I dati ottenuti sono stati normalizzati ai livelli di β-actina. Tutti gli 
esperimenti sono stati eseguiti in duplicato. L’analisi semiquantitativa deriva da tre esperimenti 
di Western blot indipendenti. Dopo l’analisi statistica, i dati provenienti dai differenti 
esperimenti sono stati riportati e mediati nello stesso grafico. 
 
9.2.11   ELISA 
La concentrazione proteica di VEGF sui lisati tissutali è stata valutata mediante l’utilizzo di un 
kit commerciale ELISA secondo protocollo (Quantikine Mouse VEGF ELISA, R&D Systems). 
Le valutazioni sono state condotte su 5 campioni per condizione sperimentale. Ogni campione si 
riferisce alle proteine estratte da retine (2 retine per ciascun campione) o da cervello, polmone e 
cuore (20-30 mg di tessuto per ciascun campione). I campioni sono stati omogenizzati in buffer 
A e sonicati per 30 secondi a 50 Hz. I campioni retinici sono stati lisati in 200 µl di buffer mentre 
i campioni non retinici sono stati lisati in 500 µl di buffer, il lisato è stato poi centrifugato a 
22000 xg per 15 minuti a 4°C e ne è stata determinata la concentrazione proteica con il metodo 
Bradford (Bradford, 1976) utilizzando BSA come standard. La concentrazione di VEGF è stata 
determinata a 450 nm mediante spettrofotometro Microplate Reader 680 XR (Bio-Rad). In ogni 
esperimento tutti i campioni e gli standard sono stati misurati in duplicato. I dati ottenuti sono 
stati espressi come pg di VEGF per mg di proteine totali. 
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9.2.12   Immunoistochimica  
Espianti retinici sono stati fissati per 1,5 ore in paraformaldeide al 4% in tampone fosfato 0,1 M, 
pH 7.4 a 4°C (PB); le retine così fissate sono state trasferite in saccarosio al 25% in PB e 
conservate a 4°C. Successivamente sono state lavate in PB 0,1 M e incubate per 72 ore a 4°C in 
presenza di anticorpo policlonale prodotto nella capra diretto contro la porzione C-terminale del  
beta3-AR, diluito in 0,1 M PB (1:100, concentrazione finale 1 µg/ml) in presenza di Triton X-
100 al 1%. Dopo i lavaggi effettuati con PB 0,1 M, le retine sono state incubate per 48 ore a 4°C 
con Alexa Fluor 488 alla diluizione di 1:200 in PB 0,1 M contenente Triton X-100 al 1%.  Infine, 
dopo ulteriori lavaggi in PB 0,1 M, le retine sono state montate su vetrini rivestiti da gelatina e 
utilizzando un mezzo composto da 0,1 M PB-glicerolo. 
La specificità dell’anticorpo diretto contro il beta3-AR è stata valutata sostituendo l’anticorpo 
primario con il siero pre-immune oppure utilizzando l’anticorpo preassorbito con il 
corrispondente blocking peptide (3-5 µg/ml) e, infine, attraverso l’utilizzo delle IgG di capra 
(IgG controllo negativo, 1 µg/ml) al posto dell’anticorpo primario.  
Allo scopo di valutare la distribuzione dell’immunoreattività per il beta3-AR a livello dei vasi 
sanguigni, sono stati effettuati anche esperimenti di doppia marcatura utilizzando l’anticorpo 
anti-beta3 in combinazione con un anticorpo monoclonale di ratto contro il CD31, 
precedentemente utilizzato per marcare le cellule endoteliali di vasi sanguigni in cervello di topo 
(Proctor et al., 2005; Jeong et al., 2009).  La diluizione dell’anticorpo contro il CD-31 è stata di 
1:50. Le retine sono state lavate in PB 0,1 M e incubate per 72 ore con entrambi gli anticorpi in 
presenza di Triton X-100 all’1%. In seguito, le retine sono state incubate  per 48 ore con gli 
anticorpi secondari diretti contro le IgG di capra e di ratto, coniugati con Alexa Fluor 488 ed 
Alexa Fluor 546, rispettivamente. Al fine di escludere la possibilità di una cross-reazione fra gli 
anticorpi primario e secondario, sezioni di controllo sono state processate omettendo entrambi gli 
anticorpi primari. Sono stati inoltre eseguiti esperimenti di controllo per escludere eventuali 
cross reazioni tra gli anticorpi primari e tra gli anticorpi secondari e gli anticorpi primari non 
specifici.  
 Il materiale immunofluorescente è stato osservato mediante microscopio confocale (Laser 
Scanning Microscope Radiance Plus, Bio-Rad) usando l’obiettivo ×20. Sezioni ottiche 
sequenziali (1 μm ciascuna) sono state acquisite nello spessore di ciascuna retina alla stessa 
profondità. Le immagini digitali sono state dimensionate e ottimizzate per contrasto e luminosità 




9.2.13   Valutazione della neovascolarizzazione retinica (retinopathy score) 
La valutazione del retinopathy score permette di determinare la gravità di una data retinopatia 
sulla base dell’osservazione della vascolarizzazione retinica, tenendo in considerazione alcuni 
parametri. Come descritto in letteratura (D’Amato et al., 1993), le retine sono state perfuse con 
fluoresceina isotiocianato coniugata a destrano ad alto peso molecolare. 
Gli animali sono stati anestetizzati con etere e sono stati sottoposti a sternotomia. A livello del 
ventricolo sinistro del cuore è stata iniettata inizialmente soluzione fisiologica in modo da 
ripulire i vasi dal sangue, e successivamente 2 mL di una soluzione di fluoresceina coniugata a 
concentrazione di 25 mg/mL disciolta in tampone fosfato 0,15 M. Gli occhi sono stati quindi 
enucleati e le retine sono state estratte e poste su un vetrino per l’osservazione al microscopio. 
Per l’osservazione è stato utilizzato un microscopio a fluorescenza Eclipse E800 (Nikon, 
Badhoevedorp, Olanda); le immagini sono state acquisite mediante fotocamera DFC320 (Leica 
microsystems, Wetzlar, Germania) e visualizzate su computer mediante programma IM50 (leica 
microsystems). La neovascolarizzazione è stata valutata utilizzando un retinopathy score i cui 
criteri di valutazione sono riportati in tabella 2 (Higgins et al., 2002). 
 
Tabella 2. Parametri di valutazione del retinopathy score  
 PUNTI 


























































Il retinopathy score è il punteggio totale attribuito ad ogni retina che tiene conto di 5 diversi 
criteri (grovigli, area centrale avascolare, presunta neovascolarizzazione extra-retinica, 
emorragie e tortuosità), a cui, a loro volta, vengono attribuiti dei valori, come riportato in tabella. 
Per l’attribuzione dei vari sub score, la retina viene suddivisa in 12 quadranti e in 2 zone 
concentriche a partire dal centro della retina. Il punteggio viene attribuito in base al numero dei 
quadranti o delle zone interessate dal singolo fenomeno. Ciascuna retina è stata sottoposta alla 
valutazione indipendente di tre osservatori. Le zone di neovascolarizzazione e i grovigli 
rappresentano i vasi neoformati che crescono al di fuori dello strato della retina , protrudendo 
verso il corpo vitreo. L’area centrale avascolare si viene a formare quando il topo viene posto in 
iperossia, a causa dell’inibizione nella produzione di VEGF dovuta alla elevata pressione 
parziale dell’ossigeno. Quando il topo viene riportato in normossia (ipossia relativa) la riduzione 
della pressione parziale dell’ossigeno causa un incremento nella produzione di VEGF che, 
attraverso la stimolazione del processo di neovascolarizzazione tende a recuperare la zona 
avascolare centrale che è comunque ancora evidente a PD17. Le tortuosità sono un’altra 
caratteristica dei vasi di neoformazione, che si trovano a crescere in una matrice extracellulare 
più lassa a causa dell’attivazione, da parte dell’ipossia, di una serie di proteasi che la degradano. 
L’emorragia è dovuta al fatto che i vasi neoformati non sono stabilizzati da periciti e presentano 
microaneurismi ed una permeabilità alterata. 
Il massimo punteggio di retinopathy score equivale a 11, indicando la massima gravità della 
retinopatia. 
 
9.2.14   Valutazione dell’extravasazione retinica 
In accordo con precedenti studi (Leal et al., 2007) l’extravasazione plasmatica retinica è stata 
stimata mediante l’utilizzo del colorante Evans’blu. Come riportato in letteratura (Tomasek et 
al., 2006), dopo essere stati anestetizzati con etere, agli animali, posti sotto microscopio, è stato 
iniettato nella vena femorale il colorante Evans’blu disciolto in soluzione fisiologica (30 
mg/mL). Subito dopo la perfusione con Evans’blu i topi sono apparsi visibilmente blu, a 
conferma dell’avvenuta distribuzione del colorante. I topi sono stati mantenuti su un supporto 
riscaldato per garantire la completa circolazione del colorante e, due ore dopo la perfusione, sono 
stati sacrificati Gli occhi sono stati quindi enucleati e immediatamente immersi in 
paraformaldeide 2%. Dopo 2 ore le retine sono state estratte e poste su un vetrino per 
l’osservazione al microscopio a fluorescenza Eclipse E800 (Nikon, Badhoevedorp, Olanda) e le 
immagini sono state acquisite mediante fotocamera DFC320 (Leica microsystems, Wetzlar, 
Germania). 
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9.2.15   Analisi statistica  
Per la valutazione statistica dei dati ottenuti dall’analisi del retinopathy score è stato utilizzato il 
test di Kruskal-Wallis per tutti i gruppi di retine e il test di Dunn per determinare le differenze tra 
le diverse condizioni sperimentali. I dati sono stati rappresentati come mediane (25°, 75° 
quartile). Tutti gli altri dati sono stati analizzati mediante il test di Kolmogorov-Smirnov per 
verificarne la distribuzione normale. La significatività statistica è stata valutata mediante t-test 
per dati non appaiati o ANOVA seguita da test di Newman-Keuls. I risultati sono espressi come 
media ± SE dei valori n indicati. L’analisi è stata eseguita con il software GraphPad Prism. 
Differenze con P < 0,05 sono state considerate significative. 
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CAPITOLO 10: RISULTATI 
 
 
10.1   Recettori beta adrenergici nella retina 
Allo scopo di verificare se i beta-ARs siano influenzati dall’ipossia, abbiamo misurato 
l’espressione sia del messaggero che della proteina di beta1-, beta2-, beta3-ARs nella retina di 
topi in cui è stata indotta retinopatia indotta da ossigeno (topi OIR). Come mostrato in figura 5A, 
la lunghezza prevista per ciascun prodotto di PCR è stata confermata dall’elettroforesi in gel di 
agarosio degli ampliconi ottenuti amplificando il cDNA ottenuto da topi mantenuti in condizioni 
normossiche (215, 125, 239 e 182 pb corrispondenti rispettivamente all’mRNA di beta1 -, beta2-, 
beta3-ARs e Rpl13a). I risultati degli esperimenti di PCR real-time hanno evidenziato che cinque 
giorni di normossia dopo il periodo di iperossia (ipossia relativa) non determinano variazioni nei 
livelli di mRNA dei beta-ARs, i quali sono risultati simili ai livelli misurati nelle retine di 
controllo. L’analisi semiquantitativa degli esperimenti di Western blot ha dimostrato che i livelli 
ipossici di beta1- e beta2-ARs non differiscono dai valori di controllo, mentre i livelli retinici di 
beta3-ARs sono risultati significativamente maggiori rispetto alla condizione di controllo 
(~122%, P < 0,01; Fig.5B). Inoltre, come mostrato in figura 5C, beta3-ARs non è 
significativamente diverso dai valori di controllo sia a PD12 (termine del periodo di iperossia) 
che a PD14 (due giorni di normossia), sebbene si osservi un trend di incremento dell’espressione 



































Figura 5. Beta1-, beta2- e beta3-ARs in retine di topo. (A) Prodotti di PCR di beta1-AR (215 pb), beta2-AR (125 pb), beta3-AR 
(239 pb) e dell’housekeeping Rpl13a (182pb) in retine di controllo. Livelli dei messaggeri dei beta-ARs in condizioni 
normossiche (bianco) e ipossiche (nero) a PD17. I risultati ottenuti medianti PCR real-time indicano che i messaggeri dei beta-
ARs non variano in seguito ad ipossia. I dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come gene di 
controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA 
estratto da 2 retine. (B) livelli proteici dei distinti beta-ARs in condizioni normossiche (bianco) e ipossiche (nero), valutati 
mediante Western blot utilizzando la β-actina come controllo interno. L’analisi densitometrica mostra che l’espressione di beta3-
AR aumenta in conseguenza dell’ipossia a PD17. (C) Non sono stati osservati effetti sull’espressione proteica di beta3-AR a PD 
12 (termine del periodo di iperossia) o a PD14 (2 giorni di normossia dopo iperossia). (*P < 0,01 versus il rispettivo controllo; t-
test per dati non appaiati). Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 3 campioni. Ciascun campione si riferisce 
alle proteine estratte da 5 retine. Sono mostrati gel rappresentativi. N:normossia, H:ipossia. 
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Al fine di studiare la localizzazione dei beta3-ARs nella retina di topo e per confermare i risultati 
ottenuti mediante la tecnica di Western blot, sono stati condotti esperimenti di  
immunoistochimica. L’anticorpo utilizzato nel presente lavoro è già stato precedentemente 
impiegato in studi di immunoistochimica effettuati su ratti (Vasina et al., 2008). La specificità 
dell’immunoreattività (IR) è stata valutata con l’utilizzo di siero pre-immune al posto 
dell’anticorpo primario e mediante tests di pre-assorbimento utilizzando peptidi antigene di 
controllo. Un ulteriore test per la specificità dell’immunoreattività ha incluso l’uso di IgG di 
capra come controllo negativo. Come è mostrato dalle immagine rappresentative del plesso 
capillare interno della retina periferica (Fig. 6A-C) gli esperimenti di controllo per 
l’immunoistochimica hanno evidenziato una assenza di IR. Nella retina normossica di topi a 
PD17, l’IR per beta3-AR è risultata essere associata al plesso capillare sia interno che esterno 
(Fig. 7A-B). Cinque giorni di normossia dopo iperossia hanno confermato l’incremento dei 
livelli dei beta3-ARs nel plesso capillare interno della zona periferica della retina (Fig. 8A-B). 
Gli esperimenti di doppia marcatura hanno mostrato che la beta3-AR-IR  (Fig 9A)  e la CD31-IR 
(Fig. 9B) colocalizzano parzialmente nei vasi sanguigni (Fig. 9C). In particolare, non tutte le 
cellule endoteliali CD31 positive esprimono i beta3-ARs e l’incremento della beta3-AR-IR è 








Figura 6. Valutazione della specificità dell’anticorpo policlonale di capra diretto contro i beta3-ARs. Immagini in confocale di 
retine whole mounts di topo scansionate a livello del plesso capillare interno con obiettivo ×20X. Queste immagini sono 
rappresentative dei risultati ottenuti da 3 retine whole mounts incubate con anti-beta3-ARs policlonale di capra (A), con soluzione 







Figura 7. Studi immunoistochimici del pattern di distribuzione del beta3-AR a livello del plesso capillare esterno (A) e interno 
(B) di retina di topo. Queste immagini sono rappresentative dei risultati ottenuti da 3 retine whole mounts incubate con anti-








Figura 8. Immunoreattività per beta3-ARs in condizioni di normossia (A) e ipossia (B). La retina ipossica è caratterizzata da 
densa beta3-AR-immunoreattività a livello del plesso capillare interno. Queste immagini sono rappresentative dei risultati ottenuti 






























Figura 9.  Immagini di doppia marcatura a livello del plesso capillare interno della retina ipossica. (A) Beta3-ARs –IR; (B) 
CD31-IR; (C) L’unione delle immagini evidenzia (in giallo) che le cellule CD31 positive sono immunoreattive anche per i beta3-
ARs. Queste immagini sono rappresentative dei risultati ottenuti da 3 retine whole mounts incubate con anti-beta3-ARs 
policlonale di capra e anticorpo monoclonale di ratto anti-CD31. Barra di calibrazione: 100 μm.    
 
 53 
10.2  VEGF, IGF-1 e loro recettori nella retina dopo trattamento con  propranololo 
Abbiamo valutato se il blocco dei beta-ARs con propranololo potesse essere collegato con 
variazioni dei livelli retinici di VEGF, IGF-1 e dei loro recettori nel modello OIR. 
In tutti gli esperimenti presentati, non sono stati evidenziati effetti dopo trattamento con veicolo. 
 
10.2.1   Espressione del VEGF e dei suoi recettori 
Come mostrato in figura 10A, la lunghezza prevista per ciascun prodotto di PCR è stata 
confermata dall’elettroforesi in gel di agarosio degli ampliconi ottenuti amplificando il cDNA 
ottenuto da retine normossiche (215, 125, 239 e 182 pb corrispondenti rispettivamente all’mRNA 
di VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2 e Rpl13a). In accordo con precedenti risultati ottenuti dal nostro 
gruppo di ricerca (Dal Monte et al., 2009; Dal Monte et al., 2007), nelle retine ipossiche risulta 
un incremento significativo dei livelli di mRNA di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 (inserto in Fig. 
10B-D) rispetto alle retine normossiche. Come riportato in figura 10B, i livelli di VEGF mRNA 
sono risultati significativamente ridotti dal trattamento con propranololo sia somministrato alla 
dose di 2 mg kg
-1
 che di 20 mg kg
-1
 ( 30% e 60%, P < 0,05 e P < 0,001, rispettivamente). In 
particolare, la riduzione di VEGF mRNA dopo trattamento con propranololo a 20 mg kg
-1
 è 
risultata significativamente maggiore rispetto a quella ottenuta con propranololo a 2 mg kg
-1
 
( 50%, P < 0,01). Invece, dosi di 0,02 mg kg
-1
 non hanno influenzato i livelli di VEGF 
messaggero. Come mostrato nelle figure 10C-D, il trattamento con propranololo 20 mg kg
-1
 non 












Figura 10. Livelli dei messaggeri di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 nelle retine di topo. (A) Prodotti di PCR di VEGF (105pb), 
VEGFR-1 (116 pb), VEGFR-2 (114 pb) e dell’housekeeping Rpl13a (182 pb) in retine normossiche. (B) L’analisi con PCR real-
time mostra che il trattamento con propranololo determina una diminuzione dei livelli di VEGF mRNA in modo dose-dipendente 
nelle retine ipossiche (*P < 0,05 e P < 0,001 versus topi trattati con veicolo; §P < 0,01 versus topi trattati con propranololo a 2 mg 
kg-1; ANOVA). Nell’inserto, sono mostrati i livelli del messaggero di VEGF in condizioni di normossia (bianco) e ipossia (nero). 
L’analisi con PCR mostra che il trattamento con propranololo non influenza i livelli dei messaggeri sia di VEGFR-1 (C) che di 
VEGFR-2 (D). Nell’inserto, sono mostrati i livelli dei messaggeri di VEGFR-1 e VEGFR-2 in condizioni di normossia (bianco) e 
ipossia (nero). I dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come gene di controllo. Ogni colonna 
rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine. 
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È stata inoltre misurata la quantità di VEGF proteina nella retina utilizzando la tecnica ELISA. 
Nelle retine ipossiche è stato evidenziato un aumento significativo dei livelli  di VEGF (inserto in 
Fig. 11). I livelli di VEGF, sia nella retina normossica che ipossica sono in linea con quelli 
misurati in precedenti studi sulla retina di roditori (Dal Monte et al., 2009). Come mostrato in 
figura 11 è stata osservata una diminuzione dose-dipendente di VEGF proteina dopo trattamento 
con dosi crescenti di propranololo. In particolare, non è stato osservato alcun effetto dopo 
trattamento con propranololo a 0,02 mg kg
-1
, mentre è stata evidenziata una diminuzione dei 
livelli di VEGF dopo somministrazione di propranololo a 2 mg kg
-1
 ( 65% versus trattamento 
con veicolo, P < 0,001) che si è evidenziata più accentuata dopo trattamento con il farmaco a 20 
mg kg
-1
 ( 85% versus trattamento con veicolo, P < 0,001 e 60% versus trattamento con 
propranololo a 2 mg kg
-1






Figura 11. Livelli di VEGF proteina in retine di topo quantificati mediante tecnica ELISA. La somministrazione del veicolo non 
influenza i livelli di VEGF, mentre si osserva una diminuzione dose-dipendente di VEGF in seguito a trattamento con dosi 
crescenti di propranololo con nessun effetto a 0,02 mg kg-1, una riduzione a 2 mg kg-1 (*P < 0,001 versus topi trattati con veicolo; 
ANOVA) e una maggiore riduzione a 20 mg kg-1 (*P < 0,001 versus topi trattati con veicolo e §P < 0,001 versus topi trattati con 
propranololo a 2 mg kg-1; ANOVA). Nell’inserto sono mostrati i livelli di VEGF in condizione di normossia (bianco) e ipossia 
(nero). Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati provenienti da 5 campioni. Ciascun campione si riferisce alle proteine 
estratte da 2 retine. 
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Al fine di valutare se il trattamento con propranololo 20 mg kg
-1
 fosse in grado di influenzare i 
livelli di VEGF in condizioni di normossia abbiamo eseguito esperimenti di PCR real-time e di 
ELISA su retine di topi mantenuti in condizioni normossiche e trattati con propranololo da PD12 
a PD16. I risultati ottenuti mostrano che nella retina normossica, né i livelli di VEGF mRNA né 
il contenuto di VEGF proteina vengono influenzati dal propranololo a 20 mg kg
-1






Figura 12. Livelli di VEGF mRNA e proteina in retine normossiche dopo trattamento con propranololo. Né il livello di 
messaggero del  VEGF nè il contenuto di VEGF proteina in retine normossiche sono influenzati dal propranololo a 20 mg kg -1. 
Negli esperimenti di PCR,  dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come gene di controllo. Ogni 
colonna rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine. 
Negli esperimenti di ELISA, ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati provenienti da 5 campioni. Ciascun campione si 
riferisce alle proteine estratte da 2 retine. 
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Al fine di determinare se il fattore di trascrizione HIF-1α potesse essere coinvolto nel processo 
d’inibizione dell’espressione del VEGF indotto dal trattamento con propranololo, abbiamo 
valutato se il blocco dei beta-ARs potesse essere correlato alla variazione dei livelli retinici di 
HIF-1α nel modello OIR. Come mostrato in figura 13, l’espressione retinica di HIF-1α è risultata 
aumentata in topi OIR ( 7,5 volte) rispetto alla nidiata di controllo mantenuta in normossia (P < 
0,001). La somministrazione del veicolo non ha alterato i livelli ipossici di HIF-1α, mentre il 
trattamento con propranololo 20 mg kg
-1
 ha indotto un parziale ripristino dell’espressione di HIF-
1α. Infatti, anche se i livelli di HIF-1α restano maggiori in confronto a quelli valutati in 
condizioni normossiche (P < 0,01), il trattamento con il farmaco determina una riduzione di circa 







Figura 13. Livelli di HIF-1α in condizioni di normossia (bianco) e ipossia (nero) valutati mediante Western blot utilizzando la β-
actina come controllo interno. L’analisi densitometrica mostra un aumento significativo dei livelli di HIF-1α in conseguenza 
dell’ipossia (**P < <0,001 versus il rispettivo normossico; ANOVA). I livelli ipossici di HIF-1α non sono influenzati dal 
trattamento con veicolo, mentre sono ridotti dal propranololo a 20 mg kg-1 (§P < 0,01 versus topi trattati con veicolo; ANOVA). Il 
livello di HIF-1α dopo propranololo è comunque maggiore del rispettivo normossico (*P < 0,01; ANOVA). Ogni colonna 
rappresenta la media ± SE dei dati provenienti da 3 campioni. Ciascun campione si riferisce alle proteine estratte da 4 retine. N: 
normossia, H: ipossia, V:veicolo, P: propranololo. 
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10.2.2   Espressione di IGF-1 e del suo recettore  
Come mostrato in figura 14A, la lunghezza prevista per ciascun prodotto di PCR è stata 
confermata dall’elettroforesi in gel di agarosio degli ampliconi ottenuti amplificando il cDNA 
ottenuto da retine normossiche (94, 127, e 182 pb corrispondenti rispettivamente all’mRNA di 
IGF-1, IGF-1R e Rpl13a). In condizioni di ipossia i livelli retinici di IGF-1 che IGF-1R risultano 
incrementati ( 70% e 60%, rispettivamente, P < 0,05; Fig. 14B). In condizioni di ipossia il 
trattamento con propranololo 20 mg kg
-1
 ha determinato una riduzione significativa dei livelli di 
IGF-1 mRNA ( 45%, P < 0,05, Fig. 14C), mentre non si osserva alcuna variazione dei livelli 
ipossici di IGF-1R (Fig. 14D). Inoltre i livelli normossici sia di IGF-1 che di IGF-1R non 
risultano influenzati dal trattamento con propranololo 20 mg kg
-1

































Figura 14. Livelli dei messaggeri di IGF-1 e IGF-1R nelle retine di topo. (A) Prodotti di PCR di IGF-1 (94 pb), IGF-1R (127 pb) 
e dell’housekeeping Rpl13a (182 pb) in retine normossiche. Livelli dei messaggeri di IGF -1 e IGF-1R in condizione normossica 
(bianco) e ipossica (nero). L’analisi con PCR mostra che i livelli di mRNA di IGF-1 e IGF-1R sono incrementati dall’ipossia (*P 
< 0,05 versus il rispettivo normossico; t-test per dati non appaiati). (C-D) Livelli dei messaggeri di IGF-1  IGF-1R nelle retine 
ipossiche dopo trattamento con veicolo o propranololo a 20 mg kg-1. L’analisi con PCR mostra che il propranololo diminuisce 
significativamente IGF-1 mRNA (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo; ANOVA), mentre non influenza IGF-1R mRNA. I 
dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a gene di controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE 
dei dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine.  
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10.2.3   IGF-1 e VEGF  
Dato che il trattamento con propranololo si è dimostrato in grado di ridurre l’espressione sia di 
VEGF che di IGF-1 e che IGF-1 è un potente induttore di VEGF (Economou et al., 2008; Poulaki 
et al., 2004), abbiamo eseguito esperimenti al fine di valutare se tali eventi siano in parallelo o 
causa-effetto. A tale scopo abbiamo utilizzato la picropodofillina (PPP), una piccola molecola 
che inibisce la fosforilazione di IGF-1R bloccando quindi gli effettori a valle del recettore 
(Vasilcanu et al., 2004). Topi OIR sono stati trattati con veicolo (controllo) o con PPP (20 mg kg
-
1
) da sola o in combinazione con propranololo mg kg
-1
 (PPP + propranololo). I risultati ottenuti 
hanno evidenziato che la somministrazione sia del veicolo che di PPP da sola non influenza i 
livelli ipossici di VEGF mRNA e proteina, i quali infatti non sono risultati significativamente 
diversi da quelli misurati negli animali non trattati. Inoltre negli animali trattati con PPP + 
propranololo i livelli sia VEGF mRNA che proteina non sono risultati significativamente 



















Figura 15. Espressione del VEGF in topi OIR trattati con PPP, inibitore della fosforilazione di IGF-1R. (A) Analisi con PCR di 
VEGF mRNA e (B) quantificazione del contenuto di VEGF mediante ELISA in retine ipossiche dopo trattamento con veicolo o 
PPP (20 mg kg-1) da sola, o in combinazione con propranololo a 20 mg kg-1. Il veicolo o PPP non influenzano i livelli ipossici di 
VEGF mRNA e proteina. I livelli sia del messaggero che della proteina del VEGF, dopo trattamento con PPP + propranololo, non 
sono significativamente diversi da quelli misurati dopo veicolo + propranololo. Negli esperimenti di PCR, i dati sono stati 
analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come gene di controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati 
ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine. Negli esperimenti di ELISA, ogni colonna  
rappresenta la media ± SE dei dati provenienti da 5 campioni. Ciascun campione si riferisce alle proteine estratte da 2 retine. 
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10.2.4   VEGF messaggero e proteina nel cervello, polmone o cuore 
Dal momento che il propranololo viene somministrato a livello sistemico, abbiamo valutato se 
esso, alla dose di 20 mg kg
-1
, potesse influenzare i livelli di VEGF sia nel cervello che di altri 
organi, come polmone o cuore, che sono noti essere bersaglio dei beta bloccanti (Agostoni et al., 
2009; Javed and Deedwania, 2009; Ker et al., 2009) . Come mostrato in figura 16A, C ed E, 
l’ipossia non ha determinato alterazioni di VEGF mRNA nel cervello, polmone o cuore. Inoltre, 
in nessuna delle due condizioni, normossia o ipossia, i livelli di VEGF mRNA sono stati 
influenzati dal trattamento con propranololo 20 mg kg
-1
. La determinazione del contenuto di 
proteina ha confermato i risultati del messaggero. Infatti, non sono stati evidenziati effetti sui 





Figura 16. Valutazione di VEGF mRNA mediante PCR real-time (A, C, E) e quantificazione del contenuto di VEGF con tecnica 
ELISA (B, D, F) in cervello (A-B), polmone (C-D) e cuore (E-F) di topi in condizione normossica (bianco) e ipossica (nero). 
L’ipossia non altera i livelli di VEGF nel cervello, polmone e cuore. I livelli normossici e ipossici non sono influenzati né dal 
veicolo né dal trattamento con propranololo a 20 mg kg-1. Negli esperimenti di PCR, i dati sono stati analizzati mediante la 
formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come gene di controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 4 
campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine. Negli esperimenti di ELISA, ogni colonna rappresenta la 
media ± SE dei dati provenienti da 5 campioni. Ciascun campione si riferisce alle proteine estratte da 2 retine. 
 63 
10.3   Neovascolarizzazione retinica dopo trattamento con propranololo  
Per investigare se il propranololo potesse ridurre la neovascolarizzazione retinica, abbiamo 
trattato i topi OIR con propranololo a 20 mg kg
-1
, e abbiamo analizzato qualitativamente e 
quantitativamente l’azione del propranololo sulla neovascolarizzazione retinica. Per indagare 
l’attività antiangiogenica del propranololo sulla neovascolarizzazione retinica abbiamo effettuato 
un’angiografia a fluorescenza. La figura 17 mostra il pattern vascolare di retine flat-mounts in 
condizioni di normossia (Fig. 17A) e ipossia (Fig. 17B) e dopo somministrazione, in topi 
ipossici, sia del veicolo (Fig. 17C) che di propranololo a 20 mg kg
-1 
(Fig. 17D). In accordo con 
precedenti risultati (Smith et al., 1994), l’esposizione al 75%  2% di ossigeno da PD7 a PD12 
determina la scomparsa dei capillari già esistenti nella retina centrale, sebbene la retina periferica 
rimanga vascolarizzata. Il ritorno ad un’atmosfera normossica fino a PD17 permette l’incompleta 
rivascolarizzazione della porzione centrale avascolare con associata neovascolarizzazione al 
confine tra retina centrale avascolare e retina periferica vascolarizzata comprendendo la 
formazione di grossi grovigli di vasi che si estendono nel vitreo. Come mostrato in figura 17D, 
sia i grovigli di vasi che le emorragie retiniche, tipiche delle retine di topi ipossici vengono 























Figura 17. Retine perfuse con fluoresceina destrano di topi a PD17 mantenuti in normossia (A) o esposti al 75% ± 2% di 
ossigeno da PD7 a PD12 (B-D), non trattati (B) e trattati con veicolo (C) o propranololo a 20 mg kg-1 da PD12 a PD16 (D). 
L’iperossia seguita da 5 giorni di normossia comporta la perdita dei vasi nella regione centrale della retina e la formazione dei 
grovigli di vasi di neoformazione (indicati in figura dalle frecce). Il trattamento con propranololo determina un miglioramento dei 




Abbiamo anche determinato quantitativamente l’attività antiangiogenica del propranololo sulla 
neovascolarizzazione retinica e abbiamo osservato che i topi trattati con propranololo mostrano 
un importante miglioramento del retinopathy score rispetto agli animali sottoposti a iperossia e ai 
topi sottoposti a iperossia e successivo trattamento con veicolo durante i cinque giorni di 
normossia (P < 0,05; Tabella 3). Per quanto riguarda i distinti sub scores non sono state osservate 
differenze significative tra topi sottoposti a iperossia e topi ipossici trattati con veicolo rispetto 
agli animali trattati con propranololo ad eccezione dei grovigli dei vasi sanguigni e le emorragie 
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retiniche. In particolare, è risultato che il trattamento con propranololo determina una 
diminuzione significativa dei grovigli dei vasi e delle emorragie retiniche rispetto ad animali non 
trattati o trattati con veicolo (P < 0,01 e P < 0,001, rispettivamente; Tabella 3). 
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Retinopathy score 
totale 9.5 (8,10) 9 (8.5,11) 8 (7,9)* 
 
 
*P < 0.05 versus trattamento con veicolo 
**P < 0.01 versus trattamento con veicolo 
***P < 0.001 versus trattamento con veicolo 
 66 
10.4   Barriera emato-retinica (BRB) dopo trattamento con propranololo 
Per valutare gli eventuali effetti del trattamento con propranololo sulla BRB, abbiamo 
innanzitutto esaminato l’espressione della tight junction occludina nelle retine di topi ipossici 
(Fig. 18A). I risultati ottenuti hanno evidenziato che in condizioni di ipossia i livelli retinici della 
occludina diminuiscono a circa il 35% dei livelli misurati in condizioni di normossia (P < 0,001).  
Inoltre, mentre la somministrazione del veicolo non altera i livelli ipossici di occludina, il 
trattamento con propranololo 20 mg kg
-1 
determina un parziale ripristino dell’espressione di 
occludina provocando un aumento di circa il 77% rispetto ai livelli ipossici misurati in topi 
trattati con veicolo (P < 0,001). I livelli di occludina dopo trattamento con propranololo risultano 
più bassi rispetto a quelli misurati in condizioni di normossia di circa il 23% (P < 0,001). Per 
indagare ulteriormente sugli effetti protettivi esercitati dal propranololo sulla BRB, abbiamo 
stimato l’integrità della BRB attraverso una valutazione dell’extravasazione dell’albumina. I 
risultati mostrano un aumento del contenuto di albumina nelle retine di topi ipossici di circa 1,8 
volte in confronto agli animali di controllo (P < 0,001). Inoltre, mentre i livelli ipossici di 
albumina non vengono modificati dalla somministrazione del veicolo, il trattamento con 
propranololo 20 mg kg
-1
 determina una riduzione significativa dell’extravasazione plasmatica di 
albumina ( 30%, P < 0,001; Fig. 18B). Il livello di albumina dopo propranololo risulta  


















Figura 18. Livelli di occludina (A) e albumina (B) in condizioni di normossia (bianco) e ipossia (nero), valutati mediante 
Western blot utilizzando la β-actina come controllo interno. L’analisi densitometrica mostra che l’espressione dell’occludina 
viene ridotta dall’ipossia (**P < 0,001 versus il rispettivo normossico; ANOVA), mentre l’albumina viene incrementata 
dall’ipossia (**P < 0,001 versus il rispettivo normossico; ANOVA). I livelli ipossici sia di occludina che di albumina non 
vengono influenzati dal trattamento con veicolo. (A) Propranololo a 20 mg kg-1 incrementa l’occludina (§P < 0,001 versus topi 
trattati con veicolo; ANOVA). Il livello di occludina dopo il propranololo è più basso del rispettivo normossico (**P < 0,001; 
ANOVA). (B) Propranololo a 20 mg kg-1 riduce l’albumina (§P < 0,001 versus topi trattati con veicolo; ANOVA). Il livello di 
albumina dopo il propranololo è più alto del rispettivo normossico (*P < 0,01; ANOVA). Ogni colonna rappresenta la media ± SE 
dei dati provenienti da 3 campioni. Ciascun campione si riferisce alle proteine estratte da 4 retine. N: normossia, H: ipossia, 
V:veicolo, P: propranololo. 
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Al fine di confermare gli effetti del propranololo sulla BRB, in accordo con studi precedenti la 
permeabilità vascolare è stata stimata qualitativamente mediante l’utilizzo del colorante 
Evans’blu (Leal et al., 2007). Nei topi normossici, l’iniezione di Evans’ blu ha evidenziato un 
contorno netto dei vasi retinici, con il colorante trattenuto all’interno del lume dei vasi e nessuna 
perdita rilevabile nel parenchima circostante (Fig. 19A). Nelle retine ipossiche, invece, sono 
risultati visibili fenomeni di rottura della BRB con fuoriuscita del colorante nel parenchima 
retinico (Fig. 19B). La somministrazione del veicolo ai topi ipossici non ha prodotto 
cambiamenti rilevabili per quanto riguarda la dispersione del colorante (Fig. 19C), mentre il 
trattamento con propranololo a 20 mg kg
-1
 ha determinato una evidente riduzione della rottura 





















Figura 19. Effetti del propranololo sull’extravasazione plasmtica retinica in seguito a ipossia, stimata qualitativamente mediante 
l’utilizzo del colorante Evans’blu. In normossia (A) i vasi retinici sono nettamente delineati e non è visibile fuoriuscita di 
Evans’blu dai vasi. In ipossia (B) si nota la rottura della BRB con fuoriuscita del colorante nel parenchima retinico. La 
somministrazione del veicolo a topi ipossici (C) non determina cambiamenti detectabili nella BRB, mentre il trattamento con 
propranololo a 20 mg kg-1 determina una evidente diminuzione della fuoriuscita del colorante. Le frecce indicano i siti di 
estravasazione. Per ogni condizione sperimentale sono stati utilizzati 6 topi. Barra di calibrazione: 200 μm. 
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Al fine di investigare se il propranololo giochi un ruolo nella rottura della BRB indotta dal 
VEGF, topi di controllo (mantenuti in condizioni di normossia) sono stati trattati da PD12 a 
PD16 con propranololo per via sottocutanea e sono stati sottoposti ad un’iniezione intravitreale di 
VEGF esogeno a PD13. La massima fuoriuscita vascolare è stata misurata 48 h dopo l’iniezione 
intravitreale di una dose di VEGF pari a 100 ng in accordo con studi precedenti (Edelman et al., 
2005; Ishida et al., 2003). La somministrazione del veicolo non ha prodotto extravasazione 
rilevabile della BRB, come valutato a PD17 (Fig. 20A), mentre retine trattate con VEGF hanno 
mostrato un’evidente rottura della BRB (Fig. 20B). Nei topi trattati con propranololo 20 mg kg-1 
e sottoposti a iniezione del VEGF non è stata osservata riduzione dell’iper-permeabilità vascolare 













Figura 20. Valutazione qualitativa della permeabilità vascolare retinica indotta dal VEGF mediante perfusione con Evans’blu. 
Microfotografie a fluorescenza di retine flat-mounts di topi trattati con iniezione intravitreale a PD13 di PBS (A) e 100 ng di 
VEGF164 da solo (B) o in combinazione con propranololo a 20 mg kg
-1 somministrato per via sottocutanea da PD12 a PD16 (C). 
l’iniezione di PBS non produce fuoriuscita del colorante dai vasi, mentre l’iniezione di VEGF determina rottura della BRB con  
evidente fuoriuscita di Evans’blu. Il trattamento con propranololo non influenza la fuoriuscita del colorante. Per ogni condizione 
sperimentale sono stati utilizzati 6 topi. Barra di calibrazione: 200 μm. 
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10.5   VEGF e IGF-1 nella retina dopo trattamento con antagonisti selettivi  
Allo scopo di valutare il ruolo dei singoli beta-ARs nel processo di angiogenesi retinica, abbiamo 
selezionato e saggiato una serie di antagonisti e agonisti selettivi per tali recettori valutando gli 
eventuali effetti della loro somministrazione sull’espressione retinica dei messaggeri dei fattori 
proangiogenici VEGF e IGF-1, che si sono dimostrati essere influenzati dal trattamento con 
l’antagonista non selettivo propranololo. Inizialmente, abbiamo valutato gli effetti di ciascun beta 
bloccante sottoponendo topi OIR a trattamento con atenololo 30 mg kg
-1
, ICI 118,551 30 mg kg
-1 
o SR59230A 20 mg kg
-1. Dal momento che studi basati sull’utilizzo dei beta bloccanti per il 
trattamento specifico della neovascolarizzazione retinica sono pressoché inesistenti, abbiamo 
effettuato la nostra scelta sulla base di lavori pubblicati condotti in vivo su roditori (Phipps et al., 
2007; Kitamura et al., 2007; Lenard et al., 2003).  
Come mostrato in figura 21, sia il trattamento con atenololo 30 mg kg
-1
 che con SR59230A 20 
mg kg
-1
 non ha influenzato i livelli ipossici dei messaggeri di VEGF (A) e IGF-1(B). Invece, la 
somministrazione di ICI 118,551 30 mg kg
-1
 ha determinato una riduzione significativa dei livelli 
di mRNA sia di VEGF (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo) che di IGF-1 (*P < 0,05 versus 
















Figura 21. Livelli dei messaggeri di VEGF e IGF-1 nelle retine di topi OIR. L’analisi con PCR real time mostra che il 
trattamento con atenololo 30 mg kg-1 e SR59230A 20 mg kg-1 non influenza i livelli dei messaggeri di VEGF, mentre ICI 118,551 
30 mg kg-1 riduce i livelli di VEGF mRNA (A) (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo; ANOVA). Medesimo risultato è stato 
ottenuto sull’espressione di IGF-1, infatti, mentre il blocco selettivo dei beta1- e beta3-ARs non altera il messaggero di IGF-1, il 
trattamento con il bloccante selettivo dei beta2-AR, ICI 118,551 30 mg kg-1 ne determina una riduzione rispetto ai topi OIR 
trattati con veicolo (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo; ANOVA). I dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT 
usando Rpl13a come gene di controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun 
campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine. 
A B 
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10.7  VEGF, IGF-1 e loro recettori nella retina dopo trattamento con antagonisti e agonisti 
selettivi 
Tale risultato sul blocco selettivo dei beta-ARs, unito ai precedenti risultati dell’indagine 
immunoistochimica che solo i beta3-ARs sono up-regolati dall’ipossia risultando 
fondamentalmente associati ai grovigli, hanno suggerito che i principali sottotipi recettoriali 
coinvolti nella regolazione dell’angiogenesi retinica siano i beta2- e i beta3-ARs. Pertanto, 
abbiamo focalizzato la nostra attenzione sullo studio degli effetti dell’agonismo/antagonismo di 
questi due tipi di recettore sottoponendo topi OIR a trattamento con gli antagonisti selettivi ICI 
118,551 30 mg kg
-1 
o SR59230A 20 mg kg
-1
 e con gli agonisti selettivi salbutamolo a 30 mg kg
-1
 
o BRL37344 a 2 mg kg
-1
; inoltre, sono stati sono stati effettuati trattamenti con salbutamolo 30 
mg kg
-1
 in combinazione con SR59230A 20 mg kg
-1
 e BRL 37344 2 mg kg
-1
 in combinazione 
con ICI 118,551 30 mg kg
-1
. Anche in questo caso, data la mancanza di dati relativi al precedente 
uso di agonisti specifici dei beta recettori in studi relativi a fenomeni di neovascolarizzazione 
retinica, la scelta degli agonisti è avvenuta in base al loro precedente uso in modelli murini in 
vivo (Mori et al., 2010).  
Come mostrato in figura 22 solo la somministrazione di ICI 118,551 30 mg kg
-1
 ha determinato 
una riduzione dei livelli ipossici del messaggero sia di VEGF (*P < 0,05 versus topi trattati con 
veicolo) che di VEGFR-2  (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo) rispettivamente. Tale 
effetto esercitato dall’antagonista dei beta2-ARs non è impedito dal trattamento combinato con 
l’agonista selettivo dei beta3-ARs. Inoltre, né il salbutamolo, né BRL 37344, così come la 
combinazione tra salbutamolo e SR59230A 20 mg kg
-1
 modulano i livelli di espressione del 






























Figura 22. Livelli dei messaggeri di VEGF (A), VEGFR-1 (B) e VEGFR-2 (C) nelle retine di topi OIR. L’analisi con PCR real 
time mostra che il trattamento sia con ICI 118,551 30 mg kg-1 da solo che in combinazione con BRL37344 2 mg kg-1 riducono sia 
i livelli di VEGF mRNA (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo e **P < 0,01 versus topi trattati con veicolo rispettivamente; 
ANOVA) sia i livelli di VEGFR-2 (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo; ANOVA) senza alterare il messaggero di VEGFR-
1. Mentre né salbutamolo 20 mg kg-1, né BRL 37344 2 mg kg-1, nè la combinazione tra salbutamolo e SR59230A alterano i livelli 
ipossici dell’mRNAdel VEGF e dei suoi recettori. I dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come 
gene di controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce 





Anche i livelli ipossici dei messaggeri di IGF-1 e IGF-1R sono risultati ridotti sia dal trattamento 
con ICI 118,551 30 mg kg
-1
 (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo e **P < 0,01 versus topi 
trattati con veicolo, rispettivamente) sia dalla somministrazione della combinazione fra 
BRL37344 2 mg kg
-1
 e ICI 118,551 30 mg kg
-1
, come mostrato in figura 23. Inoltre, la 
stimolazione dei beta2-ARs con salbutamolo 30 mg kg
-1
 ha indotto un incremento del livello di 
IGF-1 e del suo recettore (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo), e tale aumento non è 
influenzato dalla somministrazione contemporanea di SR59230A 20 mg kg
-1
 (*P < 0,05 versus 
topi trattati con veicolo). Infine, né BRL37344 2 mg kg
-1
 né SR59230A 20 mg kg
-1
 hanno 






















Figura 23. Livelli dei messaggeri di IGF-1 (A) e IGF-1R (B) nelle retine di topi OIR. L’analisi con PCR real time mostra che il 
trattamento con ICI 118,551 30 mg kg-1 da solo e in combinazione con BRL37344 2 mg kg-1 riducono i livelli sia di IGF-1 
mRNA (**P < 0,01 versus topi trattati con veicolo; ANOVA) sia di IGF-1R (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo; ANOVA). 
Inoltre, la somministrazione di salbutamolo sia da solo che in combinazione con SR59230A determina un incremento dei livelli 
ipossici dei messaggeri di IGF-1 e IGF-1R (*P < 0,05 versus topi trattati con veicolo; ANOVA) mentre, il trattamento con 




stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come gene di controllo. Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei 
dati ottenuti da 4 campioni. Ciascun campione si riferisce all’mRNA estratto da 2 retine.  
 
 
10.7   Neovascolarizzazione retinica dopo trattamento con ICI 118,551 
Infine, abbiamo effettuato una valutazione qualitativa del grado di neovascolarizzazione in retine 
di topi normossici e di topi OIR sia non trattati che trattati con ICI 118,551 30 mg kg
-1
 mediante 
indagine immunoistochimica utilizzando l’anticorpo diretto contro CD31, marker delle cellule 
endoteliali. Dalle immagini rappresentative acquisite a livello del plesso capillare interno della 
retina periferica si può osservare che, rispetto alla condizione normossica (Fig. 24A), l’ipossia ha 
determinato la formazione di vasi tortuosi ed aggrovigliati che formano i tipici ciuffi (Fig. 24B), 
mentre la somministrazione di ICI 118,551 30 mg kg
-1 
ha apportato effetti migliorativi, come 








Figura 24. Immunoreattività per CD31 in condizioni di normossia (A), ipossia (B) e in seguito a trattamento con ICI 118,551 30 
mg kg-1 (C). A livello del plesso capillare interno la retina ipossica, rispetto alla retina normossica, è caratterizzata da un pattern 
vascolare anomalo ricco di tortuosità e grovigli (indicati in figura dalle frecce) che tendono a diminuire in seguito alla 
somministrazione di ICI 118,551 30 mg kg-1 . Queste immagini sono rappresentative dei risultati ottenuti da 3 retine whole 
mounts incubate con anti-CD31. Barra di calibrazione: 100 μm. 
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CAPITOLO 11: DISCUSSIONE 
 
 
Nel presente studio è riportato un nuovo ruolo per il beta bloccante aspecifico propranololo nella 
regolazione dell’angiogenesi retinica e della permeabilità vascolare. I risultati mostrano che la 
somministrazione sistemica del propranololo riduce l’espressione sia di VEGF che di IGF-1, la 
neovascolarizzazione retinica e l’extravasazione plasmatica nel modello murino di OIR. Inoltre, 
il propranololo non influenza il VEGF retinico in condizioni di normossia e non altera 
l’espressione di VEGF in altri tessuti. Tali risultati implicano un effetto antiangiogenico e di 
riduzione della permeabilità vascolare retinica del blocco dei beta-ARs molto probabilmente 
mediante la down-regolazione dell’espressione sia di VEGF che di IGF-1, le quali, 
presumibilmente, avvengono in modo parallelo. Gli effetti del propranololo sull’espressione del 
VEGF sembrano essere mediati dal fattore di trascrizione HIF-1α. Il fatto che il blocco selettivo 
dei beta2-ARs determini una riduzione dei principali fattori proangiogenici, suggerisce la 
possibilità che i beta2-ARs possano mediare gli effetti antiangiogenici del propranololo nella 
retina di topi OIR. 
 
11.1   Effetti del blocco dei beta-ARs sui fattori proangiogenici 
Nel nostro lavoro, le concentrazioni di propranololo che influenzano sia i livelli dei fattori 
proangiogenici sia la gravità della neovascolarizzazione retinica sono in linea con quelle 
utilizzate precedentemente, sebbene lavori con l’uso in vivo del propranololo per il trattamento 
della neovascolarizzazione retinica siano scarsi. Generalmente negli studi su roditori con 
propranololo, le modalità di trattamento includono sia la somministrazione orale nell’acqua da 




 (Zheng et al., 2007; Sokolis et 
al., 2010) che la somministrazione per via sottocutanea o intraperitoneale con un range di dosi 
che variano da 1 a 30 mg kg
-1
 (Tsuchida et al., 2004; Yin et al., 2003). La dose di propranololo 





 somministrato oralmente due o tre volte al giorno, in base alla gravità dell’emoangioma 
(Sans et al., 2009; Léauté-Labrèze et al., 2008). Come mostrato dai nostri risultati, il 
propranololo somministrato per via sottocutanea o intraperitoneale produce effetti analoghi sui 
livelli del VEGF indicando che entrambe le modalità possono fornire alla retina concentrazioni di 
farmaco simili, sebbene sia difficile ipotizzare sulla concentrazione di farmaco che 
effettivamente raggiunge la retina. 
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11.1.1   VEGF  
Sia studi sperimentali che clinici riportano l’importanza del ruolo del VEGF nell’angiogenesi 
retinica patologica (Penn et al., 2008; Tolentino, 2009). Tra i recettori del VEGF, il VEGFR-2 
è considerato il recettore che media il signaling funzionale del VEGF nelle cellule endoteliali, 
mentre per quanto riguarda la funzione del VEGFR-1 restano ancora pareri controversi 
(Witmer AN. et al., 2003). I nostri risultati sull’incremento dei livelli di VEGF e dei suoi 
recettori nel modello murino OIR sono in linea con dati precedentemente pubblicati dal nostro 
gruppo di ricerca (Dal Monte et al., 2009; Dal Monte et al., 2007). La nostra ulteriore 
evidenza sperimentale che il trattamento con propranololo e il bloccante specifico dei beta2-
ARss, ICI 118,551, siano in grado di inibire la produzione di VEGF indotta dall’ipossia 
rappresenta la prima dimostrazione che i beta-ARs sono accoppiati ad una modulazione del 
VEGF nel modello OIR. I presenti risultati sono in linea con studi precedenti che dimostrano 
che il timololo riduce la gravità dell’OIR in ratti appena nati probabilmente attraverso una 
down-regolazione del VEGF (Ricci et al., 2000). I nostri dati ottenuti dopo trattamento con il 
bloccante dei beta1-ARs atenololo, che non è risultato influenzare il VEGF retinico è in linea 
con precedenti studi dove viene riportato che l’atenololo non apporta miglioramenti della 
patologia vascolare in ratti con retinopatia diabetica (DR) (Wilkinson-Berka et al., 2007). 
D’altra parte, però, ci sono anche studi che dimostrano che lo stesso propranololo non 
influenza il VEGF retinico in ratti con DR (Zheng Z. et al., 2007). Le possibili cause di questa 
discrepanza possono essere o la diversa via di somministrazione o i diversi dosaggi utilizzati. 
Comunque, deve essere considerata anche la possibilità che il controllo operato dai beta-ARs 
sull’angiogenesi sia regolato da meccanismi diversi nel modello OIR e nella DR. A questo 
proposito, è stato recentemente dimostrato che la somministrazione topica di isoprotenerolo 
previene alterazioni delle registrazioni elettroretinografiche (ERG) e inibisce le anomalie 
metaboliche riscontrate nei ratti con DR (Jiang et al., 2010). Inoltre, è stato riportato che il 
propranololo produce un peggioramento dell’ERG e incrementa i fattori di crescita in roditori 
non diabetici (Jiang et al., 2010). Nel nostro studio riportiamo che il propranololo non 
influenza i livelli di VEGF nella retina normossica mentre esso riduce l’aumentata produzione 
di VEGF nella retina ipossica suggerendo che esiste una differente regolazione della 
trascrizione del VEGF nella condizione normossica e ipossica. Questa possibilità è 
ulteriormente supportata dalla dimostrazione che il blocco dei beta-ARs non influenza i livelli 
di VEGF nel cervello, polmone e cuore, indicando così che questi organi non sono sottoposti 
a ipossia nel modello OIR. La regolazione organo-specifica del sistema dell’HIF, che regola 
l’espressione del VEGF in condizioni ipossiche, è stata descritta solamente in condizioni di 
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ipossia sistemica severa (Schneider et al., 2009). Il modello OIR è un modello di ipossia 
relativa nel quale l’esposizione all’iperossia prima che la vascolarizzazione retinica sia 
completata determina l’arresto o il ritardo del normale sviluppo vascolare retinico. Quando gli 
animali vengono riportati in ambiente normossico, essi percepiscono questa situazione come 
ipossia relativa, per cui la retina perde la sua normale vascolarizzazione, la quale è necessaria 
per supportare il tessuto nervoso in condizione normossica. La retina è uno dei tessuti del 
corpo metabolicamente più esigenti e questa situazione ipossica comporta l’iper-produzione 
non regolata di VEGF che determina, a sua volta, neovascolarizzazione retinica. 
 
11.1.2   IGF-1 
Come riportato anche dai presenti risultati, l’aumento dei livelli retinici di IGF-1 e IGF-1R 
indotto dall’ipossia è in linea con i precedenti risultati che dimostrano un coinvolgimento del 
sistema IGF nell’angiogenesi retinica (Lofqvist et al., 2009; Bergman et al., 2005). Ad 
esempio, i livelli sierici di IGF-1 correlano positivamente con il grado di ROP ed è stato 
suggerito che l’insufficienza di IGF-1 sia un fattore implicato nello sviluppo della ROP (Chen 
and Smith, 2007). I nostri risultati che indicano che sia il trattamento con propranololo che 
con ICI 118,551 riducono l’incremento di IGF-1 indotto dall’ipossia costituisce la prima 
dimostrazione che i beta-ARs possono controllare l’angiogenesi retinica attraverso IGF-1. 
Poco si conosce su un possibile cross-talk tra i beta-ARs e IGF-1. Ad esempio, nel ratto è 
stato dimostrato che la stimolazione dei beta-ARs induce ipertrofia cardiaca mediante l’asse 
dell’IGF-1 (Miura et al., 2003). Inoltre, il trattamento con IGF-1 influenza la funzione degli 
astrociti attraverso un meccanismo beta2-AR dipendente (Chesik et al., 2008). Dai nostri dati 
è emerso che il propranololo non influenza IGF-1R in condizione sia normossica che ipossica 
e ciò è in linea con precedenti risultati sulla retina di ratto (Jiang et al., 2010). 
Come riportato dai presenti risultati, l’antagonista di IGF-1R, PPP, non influenza i livelli 
ipossici del VEGF retinico indicando che l’espressione di VEGF non è principalmente 
controllata dall’interazione di IGF-1 con il suo recettore IGF-1R nel modello OIR. Questo è in 
linea con il risultato che il trattamento con JB3, antagonista a lunga azione di IGF-1R, 
sopprime la neovascolarizzazione retinica in topi OIR senza influenzare i livelli di VEGF 
(Smith et al., 1999). D’altra parte, è stato recentemente dimostrato che la somministrazione di 
PPP riduce l’espressione di VEGF in un modello murino di neovascolarizzazione coroidale 
(Economou et al., 2008). Il risultato aggiuntivo che la somministrazione di PPP a topi trattati 
con propranololo non influenza l’inibizione del VEGF retinico indotta dal propranololo, 
suggerisce che gli effetti del propranololo sul VEGF non coinvolgono il signaling di IGF-1, 
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sebbene IGF-1 sia un potente induttore di VEGF (Economou et al., 2008; Poulaki et al., 
2004). Inibendo i livelli di IGF-1 e VEGF, il propranololo inibisce il processo di 
neovascolarizzazione: direttamente attraverso un decremento degli effetti angiogenici 
endogeni del VEGF, e indirettamente attenuando l’IGF-1 signaling che ha un ruolo 
permissivo nella neovascolarizzazione indotta dal VEGF. 
 
11.2   Effetti del propranololo sulla neovascolarizzazione retinica 
Come risultato degli effetti inibitori che il blocco dei beta-ARs esercita sull’up-regolazione 
dei fattori proangiogenici indotta dall’ipossia, il propranololo e ICI 118,551 migliorano 
l'angiogenesi retinica in risposta all’insulto ipossico indicando che i beta-ARs possono 
regolare la neovascolarizzazione nel modello OIR. In linea con i presenti risultati, era già stata 
dimostrata l’importanza del ruolo dei beta3-ARs nel controllo della proliferazione e della 
migrazione cellulare nelle cellule endoteliali retiniche umane (Steinle et al., 2003). Nelle 
cellule endoteliali coroidali umane, i beta3-ARs probabilmente giocano un ruolo 
nell’invasione e nella crescita cellulare, mentre rivestono una limitata funzione nella 
regolazione della proliferazione cellulare (Steinle et al., 2005). Inoltre, è stato dimostrato che i 
beta-ARs hanno un ruolo nel rimodellamento vascolare nelle coroidi di ratto (Steinle et al., 
2002). In aggiunta, in un modello di ratto di ischemia cronica dell’arto inferiore di ratto, 
l’over-espressione del beta2-AR determina un miglioramento della risposta angiogenica 
all’ischemia, mentre il blocco del beta2-AR previene la risposta proliferativa 
all’isoprotenerolo in cellule endoteliali aortiche di bovino (Iaccarino et al., 2005).  
 
11.3   Effetti del propranololo sulla barriera emato-retinica 
La BRB è costituita dalle cellule endoteliali dei capillari intraretinici e con esse le tight 
junctions (BRB interna) e dalle cellule dell’RPE e le sue tight junctions (BRB esterna). È noto 
che le cellule endoteliali retiniche siano suscettibili all’ipossia con conseguente aumento della 
permeabilità e della disfunzionalità della BRB (Kaur et al., 2008). Coerentemente con 
precedenti risultati, i nostri dati mostrano che l’ipossia diminuisce l’espressione 
dell’occludina (proteina tight junction), incrementa il contenuto retinico di albumina e causa 
extravasazione plasmatica. Questa fuoriuscita plasmatica è associata ad emorragie retiniche, 
probabilmente dovute alla debolezza della membrana basale, la quale, quando l’integrità 
microvascolare è compromessa, permette alle cellule plasmatiche di fuoriuscire dai vasi 
(Jorge et al., 2003). Come mostrato dai presenti risultati, il propranololo riduce 
l’extravasazione indotta dall’ipossia restaurando, anche se parzialmente, i livelli di occludina 
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e albumina. Che il VEGF, inteso come fattore in grado di aumentare la permeabilità, avesse 
un ruolo nell’indurre alterazioni delle proteine tight junction, le quali poi si traducono nella 
rottura della BRB, era già stato dimostrato (Kaur et al., 2008). Perciò, il blocco 
dell’espressione del VEGF nella retina ipossica può essere responsabile, almeno in parte, 
della riduzione dell’extravasazione plasmatica indotta dal propranololo in topi OIR. 
Un’ulteriore evidenza a sostegno della possibilità che la riduzione della fuoriuscita plasmatica 
avvenga mediante il blocco della produzione di VEGF, deriva dal fatto che il propranololo 
non riduce l’aumento della permabilità vascolare indotta da iniezione intravitreale di VEGF 
esogeno. Tale risultato suggerisce che il propranololo non influenza il signaling a valle del 
VEGF, coerentemente con il risultato che l’espressione dei recettori del VEGF non varia dopo 
il trattamento con propranololo. In contrasto, è stato dimostrato che i corticosteroidi 
inibiscono l’extravasazione indotta dal VEGF in un modello di BRB nel coniglio indicando 
che essi modulano il signaling o le proteine effettrici a valle dei recettori del VEGF (Edelman 
et al., 2005). 
 
11.4   Meccanismi di azione del propranololo sull’angiogenesi 
Dati riportati in letteratura indicano che i messaggeri e le proteine dei beta-ARs sono espressi 
a livello retinico. Infatti, ad esempio, i beta1- e beta2-ARs sono espressi nella retina di ratto 
(Smith et al., 2007) e i beta1-ARs nella retina di volatili (Kubrusly et al., 2007). Inoltre, è 
stato evidenziato che i beta1- e i beta2-ARs sono presenti a livello delle cellule di Müller di 
ratto, in cui essi influenzano la produzione di citochine in risposta all’iperglicemia (Walker et 
al., 2007). Nell’epitelio pigmentato retinico umano, i beta-ARs sembrano regolare la 
produzione del fattore antiangiogenico derivato dall’epitelio pigmentato (Lashbrook et al., 
2005). I beta1- e i beta3-ARs, a differenza dei beta2-ARs, sono espressi nelle cellule 
endoteliali coroidali e retiniche umane, nelle quali è stato dimostrato un ruolo del beta3-AR 
nel processo angiogenico (Steinle et al., 2005; Steinle et al., 2003). Inoltre, ci sono evidenze 
farmacologiche che beta2- e beta3-ARs sono espressi a livello dei vasi sanguigni retinici di 
ratto (Mori et al., 2010). 
Ci sono studi che dimostrano che l’ipossia influenza i beta-ARs in modo diverso nei differenti 
organi ma non nella retina. Nel cuore di ratto ad esempio, l’esposizione cronica all’ipossia 
diminuisce la densità dei beta-ARs (Guan et al., 2010). Inoltre, l’ipossia in vitro ostacola il 
beta2-AR signaling nelle cellule epiteliali alveolari di ratto (Baloğlu et al., 2009), mentre 
l’ipossia cronica prenatale non influenza la densità dei beta-ARs, ma diminuisce la sensitività 
postnatale dei beta-ARs a livello del cuore di embrioni di pollo (Lindgren and Altimiras, 
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2009). Quindi, cambiamenti nei beta-ARs sembrano essere dipendenti dal tessuto così come 
dal grado e dalla durata dell’ipossia. A nostra conoscenza, la nostra è la prima dimostrazione 
che l’ipossia determina un aumento dell’espressione dei beta3-ARs nella retina di topi OIR e 
che tale incremento è associato con l’inizio dell’angiogenesi. L’over-espressione dei beta3-
AR non è accompagnata da cambiamenti dell’espressione genica del beta3-AR, indicando il 
coinvolgimento di meccanismi traduzionali o post-traduzionali. Inoltre, come mostrato dai 
nostri studi immunoistochimici di doppia marcatura, l’up-regolazione dei beta3-ARs avviene 
in corrispondenza dei grovigli dei vasi retinici a livello del plesso capillare interno, che si 
trova nello strato delle cellule ganglionari, il quale, è noto essere sottoposto alle maggiori 
drammatiche alterazioni come conseguenza all’ipossia (Pournaras et al., 2008). Se tale 
incremento dei beta3-ARs sia associato ad aumento dell’attività noradrenergica sarà 
argomento di esperimenti futuri. 
In letteratura sono disponibili poche informazioni riguardanti quale specifico tipo di beta-AR 
possa mediare il controllo dell’angiogenesi attraverso il sistema adrenergico nella retina. Il 
nostro risultato che l’atenololo, antagonista del beta1-AR, non influenza i livelli di VEGF e 
IGF-1, sembra escludere un primario coinvolgimento dei beta1-ARs. Ciò è in linea con 
precedenti studi in cui l’atenololo non sembra influenzare né la patologia vascolare retinica né 
la disfunzione retinica in ratti diabetici (Phipps et al., 2007; Wilkinson-Berka et al., 2007). I 
dati presentati circa la mancanza di effetto sui fattori pro-angiogenici VEGF e IGF-1 in 
conseguenza del trattamento sia con il bloccante selettivo dei beta3-ARs SR59230A che con 
l’agonista selettivo dei beta3-ARs BRL37344 sembrano escludere un ruolo primario di questi 
recettori sulla neovascolarizzazione retinica, sebbene precedenti risultati dimostrino un 
importante ruolo dei beta3-ARs nella regolazione della proliferazione e della migrazione delle 
cellule endoteliali retiniche (Steinle et al., 2003). Le ulteriori evidenze mostrate in questo 
studio che la somministrazione sistemica di ICI 118,551 riduce l’espressione sia di VEGF, 
VEGFR-2 e IGF-1 apportando un miglioramento della neovascolarizzazione retinica e che la 
stimolazione del beta2-ARs determina un aumento dell’espressione di IGF-1 e IGF-1R 
suggerisce la possibilità che gli effetti antiangiogenici siano mediati dal blocco dei beta2-ARs 
sebbene un ruolo anche dei beta3-ARs, specie alla luce dell’effetto che l’ipossia ha sulla loro 
espressione, non possa ancora essere escluso a priori. Molti lavori sono stati effettuati al fine 
di chiarire il ruolo funzionale dei fattori di trascrizione che regolano i geni target coinvolti 
nell’angiogenesi, e a tal proposito HIF-1 appare di particolare interesse perché la sua 
attivazione è accoppiata con la regolazione del VEGF (Semenza, 2004). In linea con 
precedenti studi (Bartoli et al., 2009), HIF-1α è up-regolato dall’ipossia nella retina di topi 
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OIR suggerendo che HIF-1α possa aiutare a mediare la proliferazione dei vasi sanguigni nella 
retina neovascolarizzata. Come dimostrato anche dal nostro studio, l’up-regolazione di HIF-
1α nella retina ipossica è coerentemente ridotta dal propranololo, indicando che HIF-1α 
probabilmente partecipa al meccanismo che accoppia il blocco dei beta-ARs all’inibizione del 
VEGF. A questo riguardo, è stato osservato che il carvedilolo, un beta bloccante non selettivo, 
riduce l’espressione sia di HIF-1α che di VEGF in un modello di ratto di ipertrofia cardiaca 
(Shyu et al., 2005). Inoltre, nella retina di topi OIR, le statine esercitano effetti benefici 
apportando un miglioramento della disfunzione vascolare mediante la prevenzione dell’up-
regolazione di HIF-1α indotta dall’ipossia (Bartoli et al., 2009). 
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CAPITOLO 11: CONCLUSIONI 
 
 
11.1   Conclusioni 
Durante questo lavoro di tesi è stato dimostrato che il propranololo, beta bloccante non selettivo, 
interferisce con il processo di retinopatia a vari livelli, incluso il controllo dei fattori 
proangiogenici e la funzionalità della barriera emato-retinica, determinando un miglioramento 
della patologia nel modello murino OIR. Inoltre, risultati preliminari mostrano che l’ICI 118,551, 
antagonista selettivo dei beta2-ARs, è in grado di influenzare i livelli retinici di VEGF, IGF-1 e 
loro recettori e di migliorare la neovascolarizzazione retinica suggerendo, quindi, che il blocco 
dei beta-ARs, ed in particolare dei beta2-ARs, possa essere protettivo nei confronti 
dell’angiogenesi retinica.  
I risultati ottenuti offrono la base per un possibile nuovo approccio terapeutico per la ROP basato 
sulla farmacologia dei recettori beta adrenergici; a questo proposito il propranololo, specie alla 
luce del fatto che esso viene già usato in terapia, sembra avere ottime potenzialità per essere 
utilizzato nella terapia della ROP e, più in generale, nella terapia delle retinopatie proliferative. 
Tuttavia, essendo un bloccante non selettivo, è maggiormente associato alla possibile insorgenza 
di effetti collaterali in quanto i beta-ARs sono localizzati in diversi organi e tessuti ove mediano 
molteplici funzioni metaboliche e fisiologiche. Per tale motivo, i risultati preliminari sull’effetto 
della somministrazione di agonisti e antagonisti selettivi degli specifici beta-ARs sono 
particolarmente interessanti poiché suggeriscono un potenziale utilizzo terapeutico del bloccante 
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